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Aus dem Forstbotanischen Institut Miinchen 


UNTERSUCHUNGEN UBER DIE LEITUNG UND SEKRETION 
DER ASSIMILATE* 


Von 
HUBERT ZIEGLER 


Mit 16 Textabbildungen 
(Eingegangen am 5. März 1956) 


Einleitung 

Seitdem in den letzten 25 Jahren nach langer Vernachlässigung die 
Probleme der Assimilatfernleitung zu einem der Schwerpunkte der 
pflanzenphysiologischen Forschung geworden sind, steht die Frage nach 
dem Mechanismus des Transportes eindeutig im Vordergrund des Inter- 
esses, derart, daß die Frage nach der Art des beförderten Materials nur 
am Rande behandelt wurde. Dabei ist die Kenntnis der Stoffe, von 
denen die gesamten Umsetzungen der nicht selbst zur Photosynthese 
befähigten Gewebe der Pflanze ausgehen müssen, von grundlegender 
Wichtigkeit für eine Analyse der Stoffwechselleistungen dieser Pflanzen- 
teile. 

Eine eingehendere Untersuchung der Zusammensetzung des Sieb- 
röhreninhaltes scheint daher dringend erforderlich, zumal eine genauere 
Kenntnis der stofflichen und fermentativen Ausstattung der Leitgewebe 
auch der Klärung des Transportmechanismus dienlich sein dürfte. 

Für die Leitung der Kohlenhydrate haben Analysen dieser Art 
bereits wichtige Ergebnisse erzielt: WANNER (1953a, b) konnte u.a. 
zeigen, daß bei den von ihm untersuchten Bäumen der Rohrzucker 
die praktisch einzige Transportform der Kohlenhydrate darstellt 
(worauf auch schon ältere Untersuchungen hinwiesen, s. u.), daß dieses 
Disaccharid wahrscheinlich aus Zuckerphosphaten nach deren De- 
phosphorylierung in den fermentativ entsprechend ausgestatteten Geleit- 
zellen der Siebröhren gebildet wird und daß es in den Siebröhren selbst 
infolge des Fehlens der abbauenden Fermente unangetastet bleibt. 

Eine Fülle von Fragen blieb aber auch jetzt noch für den Kohlen- 
hydrattransport ungeklärt, beziehungsweise ergab sich erst aus diesen 
Befunden, so z. B.: Ist der Rohrzucker allgemein die bevorzugte Wander- 
form der Kohlenhydrate in den Siebröhren; wenn ja, warum hat er sich 
allgemein durchgesetzt? Aus welchen Bestandteilen und an welchen 
Orten wird die Saccharose synthetisiert und wie gelangt sie in die 
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Leitbahnen? Welchen Veränderungen unterliegt der Zucker bei der 
Entnahme aus den Siebröhren ? Läßt sich eine Beteiligung der Phosphor- 
säure auch bei der Bildung bzw. Sekretion anderer zuckerhaltiger 
Pflanzensäfte (Blutungssaft, Nektar u. 4.) nachweisen ? 

Noch lückenhafter ist unsere Kenntnis von den organischen Stick- 
stoffverbindungen in den Siebröhren. Ungeklärt ist z. B., ob die Zu- 
sammensetzung der Aminosäuren im Siebröhrensaft derjenigen des 
Blattparenchyms entspricht, ihre Konzentration beim Übertritt in die 
Leitbahnen unverändert bleibt, ihre Menge in den Siebröhren im Laufe 
eines Tages und in den verschiedenen Höhen der Leitbahnen schwankt 
u.a.m. 

Ziel unserer Untersuchungen ist es, durch eine möglichst eingehende 
chemische Analyse der Siebröhrensäfte, durch einen Vergleich der Art 
und Menge der transportierten Stoffe mit den entsprechenden Bestand- 
teilen der Gewebe bzw. Säfte, aus denen sie in die Leitbahnen gelangen 
oder in die sie aus den Siebröhren übergehen, und durch eine Be- 
arbeitung der Physiologie der Übergangs- und Sekretionsgewebe (Geleit- 
zellen, Nektarien u.ä.) zu einem besseren Verständnis der mit dem 
Assimilatferntransport verknüpften Umsetzungen zu gelangen. 

Über die ersten Ergebnisse, die während zweier Vegetationsperioden 
(1954 und 1955) gewonnen wurden, soll in der folgenden Arbeit berichtet 
werden. 

Herrn Prof. Dr. Bruno Huser sei auch an dieser Stelle für die bereitwillige 
Unterstützung der Arbeit mit den Mitteln seines Institutes und für das Interesse, 
mit dem er ihren Fortgang verfolgt hat, verbindlichst gedankt. Den Herren 
Prof. Dr. O. Renner und Prof. Dr. F.Lynen ist der Verf. für klärende Dis- 
kussionen, der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Stifterverband für 
die Deutsche Wissenschaft für apparative und finanzielle Beihilfe zu großem Dank 
verpflichtet. 


A. Material und allgemeine Methode 


Zur Gewinnung der Siebröhrensäfte wurden zahlreiche Bäume heran- 
gezogen, bei denen ein Anschneiden des Phloéms nach dem Vorgange von HARTIG 
(1860) zu einem Austreten des Siebröhrensaftes führt. Für eingehendere Unter- 
suchungen kamen dagegen nur Arten mit ergiebigem Saftfluß in Frage; wir ana- 
lysierten bevorzugt Siebröhrensäfte von Robinia pseudoacacia L., Quercus borealis 
Micux., Qu. robur L. (= Qu. pedunculata EHRH.) und Fraxinus americana L. Die 
Bäume stehen teils im Institutshof des Forstbotanischen Institutes München, 
teils im Forstbotanischen Garten Grafrath. Das Anschneiden der ‚„Safthaut‘ 
ist bereits mehrfach eingehend beschrieben (vgl. z. B. Münch 1930). Es gibt 
wohl kaum ernsthafte Zweifel, daß es sich bei dem dabei austretenden Saft tat- 
sächlich um den Inhalt der Siebröhren handelt, wenn auch weitergehende Schlüsse 
von der Art des Austretens auf den Mechanismus des Transportes in den Leitbahnen 
vielfach abgelehnt werden (Currıs 1935, SCHUMACHER 1937 u.a.). Im übrigen 
werden wir die Herkunft des Zapfsaftes aus den Siebröhren unten eindeutig belegen. 

Die gewonnenen Säfte wurden entweder sofort verarbeitet oder nach Zusatz 
von Thymol bis zur Analyse im Kühlschrank bei 0°C aufbewahrt. Die für die 
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Wurzelkulturen benôtigten gréBeren Saftmengen (die durchwegs den ausgedehn- 
teren Beständen des Grafrather Forstgartens entstammten) wurden nach dem 
Einfrieren in einer Eis-Kochsalzmischung in gefrorenem Zustand transportiert, 
im Kühlschrank (bei + 1°C) aufgetaut und dann sterilisiert (s. u.). Infolge der 
unvermeidlichen Infektion bei der Zapfprozedur geht die Zersetzung der Sieb- 
röhrensäfte sehr schnell vor sich und verändert ihre stoffliche Zusammensetzun g 
in kurzer Zeit grundlegend. 

Nektar lieferten Robinia pseudoacacia, Hoya carnosa R. Br. (Asclepiadaceae) 
und Abutilon striatum Dicks (Malvaceae). Er wurde in eine Mikrocapillare ein- 
gezogen und in ein gekühltes Röhrchen geblasen, aus dem er dann zu der stets 
unmittelbar anschließenden Verarbeitung entnommen wurde. Bei der Abnahme 
des Nektars wurde eine Verletzung der tragenden Blütenorgane sorgfältig ver- 
meiden, weil sie gerade die Analysenwerte der Aminosäuren völlig verfälscht. 

Der Honigtau von Hedera helix L. wurde auf einer in die Spritzrichtung 
der Läuse gebrachten Glasplatte aufgefangen und von dieser abgelöst. Ein Ab- 
nehmen von der Blattoberfläche verändert ebenfalls die Aminosäurengehalte. Der 
(spärlich — aber im Gegensatz zum Inhalt der phloömständigen Sekretkanäle 
sofort — zutage tretende) Siebröhrensaft des Efeus wurde zum Vergleich heran- 
gezogen. 

Frühjahrsblutungssaft wurde aus zahlreichen Bäumen [Alnus glutinosa 
(L.) GAERTN., Acer platanoides L., A. pseudoplatanus L., A. circinatum Pursu., 
A. campestre L., A. saccharum Marsu., A.tataricum L., Betula pendula Rotu 
(= B. verrucosa EHRH.), B. pubescens EHRH., Carpinus betulus L., Fagus sylvatica 
L., Juglans regia L. und Tilia platyphyllos Scor. (= T. grandifolia Exrx.)] durch 
Anbohren des Holzkörpers und Einbringen eines passenden gewinkelten Glas- 
stückes in das Bohrloch entnommen; die ausgezogene Spitze des Glasrohres wurde 
durch einen Stopfen in ein Reagenzglas bezw. in einen Glaskolben geleitet, eine 
Kapillare in einer zweiten Bohrung des Stopfens ermôglichte den Austritt der 
verdrängten Luft. Auch der Friihjahrsblutungssaft wurde sofort verarbeitet oder 
in der angegebenen Weise vor einer Zersetzung geschiitzt. Sanchezia nobilis Hook. 
(Acanthaceae) und Myriocarpa cordifolia LxeBm. (Urticaceae) lieferten Blutungs- 
säfte, die nicht der Beförderung mobilisierter Reservestoffe während einer be- 
grenzten Zeit dienen. Sie wurden in der bei Vorlesungsversuchen üblichen Weise 
durch Verbindung einer ableitenden Glasröhre durch einen Gummistutzen mit 
dem Sproß gewonnen. 

Der Inhalt der Gefäße wurde bei Dioscorea batatas Dcsne. (Dioscoreaceae) 
durch Ausblasen einzelner, mittels eines scharfen Messers gekappter Internodien 
erhalten. Die basale Trennfläche wurde dazu schräg geschnitten, mit Aqua dest. 
abgespritzt und mit einem Cellulosebausch abgetrocknet; sie fungierte als Ablauf. 
Bei Robinia ist die Adhäsion des Gefäßwassers an den Gefäßmembranen nicht so 
leicht zu überwinden wie bei der weitlumigen Liane; hier wurde der Inhalt der 
Gefäße mittels einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt (Einzelheiten s. u.). 

Blattpreßsäfte schließlich wurden von Robinia pseudoacacia, Quercus bore- 
alis, Qu. robur, Acer platanoides, Fraxinus americana und Hoya carnosa in der 
Weise hergestellt, daß die frischgesammelten Blätter mit Aqua dest. abgespritzt, 
mit einem Wattebausch schnell getrocknet, von den Hauptrippen befreit, mit 
flüssigem Stickstoff übergossen und nach dem Auftauen (in der geschlossenen 
Preßkammer einer Öldruckpresse) bei 200 atü ausgepreßt wurden. 

Die qualitative Bestimmung der Zucker und Aminosäuren erfolgte papier- 
chromatographisch nach der auf- und absteigenden eindimensionalen Methode mit 
Whatman No.1- und Schleicher-Schüll 2043b-Papieren. Aufgetragen wurde 
nach den Angaben von SCHWERDTFEGER (1954) auf Papierbrücken, die durch 
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Fünfecke voneinander getrennt waren. Als Laufmittel diente Butanol/Eisessig/ 
Wasser (40/10/50) und wassergesättigtes Phenol. Entwickelt wurden die redu- 
zierenden Zucker mit Anilinphthalat (0,93g Anilin und 1,66g Phthalsäure in 
100 ml w ättigtem Butanol; Farbentwicklung 5 min bei 105° C), die Saccha- 
rose mit Maphthevsiorein/Thichlestesigaiups (0,2% Naphthoresorcin in Athanol 
— g:v — mit 2%iger wäBr. Trichloressigsäure — g:v — vor Gebrauch gemischt; 
Farbentwicklung 5 min bei 105°C); im übrigen reagiert Saccharose unter den 
beschriebenen Bedingungen auch schwach mit Anilinphthalat (wahrscheinlich in- 
folge geringfügiger Hydrolyse bei der Entwicklung), so daß bei starkem Überwiegen 
des Rohrzuckers über die Hexosen (z. B. im Siebröhrensaft) seine Anwesenheit 
neben den Monosen mit demselben Reagens festgestellt werden kann. 

Die Aminosäuren wurden mit butylalkoholischem Ninhydrin in der üblichen 
Weise entwickelt. Zur Verstärkung der Farbtiefe wurde das Chromatogramm 
nach dem Besprühen 1 min in eine Wasserdampfatmosphäre von 100° C gebracht 
und dann 5 min bei 105°C entwickelt (BRÜGGEMANN und DREPPER 1952). 

Die quantitative Bestimmung der reduzierenden Zucker wurde nach der 
WALLENFELsschen Methode der Tetrazolium-Reduktion (nach PAEcH u. TRACEY 
1955) durchgeführt. Photometriert wurde im Eppendorf-Photometer bei 405 mu; 
die Absolutwerte wurden mit einer Eichkurve ermittelt. 

Die nichtreduzierenden Zucker ließen sich durch die Differenz der Reduktions- 
werte derselben Ausgangsmenge nach vollständiger Hydrolyse in 3%iger Schwefel- 
säure bei 100°C (Wasserbad) und in unhydrolysiertem Zustand bestimmen. Der 
Anteil der Saccharose an der Gesamtmenge der nichtreduzierenden Zucker wurde 
durch papierchromatographische Isolierung, Elution der durch einen entwickelten 
Vergleichsflecken gekennzeichneten, ausgeschnittenen Saccharosezone mit Wasser, 
nachfolgende Hydrolyse und kolorimetrische Bestimmung in der angegebenen 
Weise festgelegt. Die hydrolysierten Proben müssen dabei vor der Durchführung 
der Tetrazolium-Reaktion mit einer entsprechenden Menge Lauge (n/1 NaOH) 
neutralisiert und nach Entwicklung des roten Formazans und seiner Aufnahme 
in den Isopropylalkohol von dem ausfallenden Natriumsulfat auf der Zentrifuge 
getrennt werden. 

Eine quantitative Bestimmung einzelner Aminosäuren wurde in den bisherigen 
Versuchen nicht durchgeführt; sie ist vielfach infolge der äußerst geringen Mengen 
(Nektar, Honigtau) auch kaum möglich. Bestimmt wurde aber die Gesamtmenge 
der Ninhydrin-positiven Substanzen mittels einer äußerst empfindlichen Reaktion, 
die noch etwa 5 y/ml Aminosäuren neben einem erdrückenden Überschuß anderen 
organischen Materials nachzuweisen gestattet. Es wurde dazu die zu analysierende 
Lösung mit einem Gehalt von 5—50 y Aminosäuren (vom Siebröhren- und Blatt- 
preßsaft meist 0,01 ml, vom Nektar, Honigtau u.ä. bis 1 ml) in 0,3ml von 
(0,3%iger Trilonlösung in m/15 Citratpuffer vom px 5,0) und 3 ml aldehyd- und 
peroxydfreiem Butanol, in dem 3 mg Ninhydrin gelöst waren, 15 min am Rückfluß- 
kühler gekocht, abgekühlt und mit 50%igem Methanol auf 10 ml aufgefüllt. Die 
entstandene Färbung — die etwa 10 Stunden haltbar ist — wurde bei 578 mu im 
„Eppendorf“ photometriert. Da die einzelnen Aminosäuren verschieden starke 
Ninhydrinfärbungen geben, sind die Extinktionswerte für unterschiedlich zu- 
sammengesetzte Gemische nicht streng vergleichbar und nicht exakt auf Absolut- 
mengen umzurechnen. Immerhin gestattet die angegebene Methode, Größen- 
ordnungen für die Gehalte an Ninhydrin-positiven Substanzen (Aminosäuren, 
Oligopeptide, Amide u.ä.) festzulegen. Zu diesem Zwecke wurde einerseits eine 
Ninhydrin-Standardkurve für Leucin als Vergleich herangezogen und andererseits 
durch die Einordnung der Absorptionswerte der aminosäurenarmen Proben in 
Kurven der Absorptionswerte der reicheren Säfte bei verschieden starker 
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Verdünnung der Gehalt der einzelnen Lösungen zueinander in Beziehung gesetzt. 
Zur quantitativen Analyse des Trichloressigsäure (TES)-léslichen und TES-un- 
löslichen Stickstoffes diente die Mikro-Kjeldahl-Methode. Vorgelegt wurde 
n/50 HCl, rücktitriert mit n/50 NaOH mit Methylrot + Bromkresolgrün als In- 
dikator. Die quantitative Bestimmung der Phosphatkonzentrationen erfolgte im 
TES-Auszug in der üblichen Weise: Das anorganische Phosphat wurde nach 
MARTLAND u. Rosison (1926) durch die photometrische Bestimmung (bei 720 my) 
der entwickelten Molybdänblaufärbung und Vergleich der erhaltenen Extinktions- 
werte mit einer Phosphat-Eichkurve bestimmt. Die Menge des leicht hydrolysier- 
baren Phosphats ergab sich durch die Vermehrung des anorganischen Phosphats 
nach einer 7minütigen Hydrolyse der Analysenlösung in 1/n HCl bei 100°C 
(Wasserbad), die Menge des Gesamtphosphats durch die Bestimmung des an- 
organischen Phosphats nach vollständiger Veraschung einer aliquoten Menge in 
30% iger Schwefelsäure. 

Die pa-Werte wurden mittels eines Potentiometers mit Chinhydronelektrode 
(Py-lonoskop der Firma Pusel, München) bestimmt. Spezielle Methoden, die zur 
Lésung von Einzelproblemen herangezogen wurden, sollen bei den betreffenden 
Abschnitten beschrieben werden. 


B. Ergebnisse 
I. Der Siebréhrensaft 
1. Die chemische Zusammensetzung 


a) Die Kohlenhydrate. Wie bereits einleitend ausgeführt, hat Wan- 
NER (1953a) für Robinia pseudoacacia und Carpinus betulus mit moderner 
Methodik die älteren Angaben vieler Autoren (s. u.) bestätigt, wonach 
der Rohrzucker die mengenmäßig weit überwiegende Kohlenhydrat- 
verbindung in den Siebröhren darstellt. WANNER fand in seinen eben- 
falls durch Anschneiden der Safthaut gewonnenen Proben überhaupt 
keinen anderen Zucker vor, vor allem ließen sich auch keine Zucker- 
phosphate nachweisen. Dies war insoferne überraschend, als man heute 
weiß, daß diese Ester nicht nur bereits bei der Photosynthese entstehen, 
sondern ganz allgemein als stoffwechselaktive Form der Kohlenhydrate 
zu betrachten sind, in welche die freien Hexosen vor Einbeziehung in 
den Stoffwechsel erst durch die Knüpfung der Esterbindung übergeführt 
werden müssen (s. u.). 

Bevor nun aus den Wannerschen Befunden allgemeine Gesetz- 
mäßigkeiten für den Kohlenhydrattransport abgeleitet werden konnten, 
war zu prüfen, ob diese Ergebnisse nicht nur begrenzte Gültigkeit 
haben, d. h. ob der Rohrzucker ganz allgemein die bevorzugte Wander- 
form der Kohlenhydrate in den Siebröhren darstellt und sowohl freie 
Hexosen als auch Zuckerphosphate stets vollständig fehlen. 

Die zahlreichen Angaben, die durch eine Untersuchung der gesamten 
Leitgewebe auf ihre Inhaltsstoffe erhalten wurden, und zwar stets ein 
Überwiegen der Saccharose, aber fast immer auch freie Hexosen ergeben 
hatten (Kursanov u. TURKINA 1954: Zuckerrübe; HUMPHRIES 1947: 
Kakao; Enearp 1939: Himbeere; Mason u. Pxicxis, 1934: Baum- 
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wolle; u. a.), kénnen hier keine präzise Antwort geben, da bei diesem 
Verfahren naturgemäB der Inhalt aller Phloémelemente, nicht nur der 
Siebrôhren, erfaBt wird. 

Die papierchromatographische Analyse der gezapften Siebröhren- 
säfte aller geprüften Bäume (Alnus glutinosa, À. incana, Acer platanoides, 
Castanea sativa MıLL. (= C. vesca GAERTN.), Populus nigra L., Quer- 
cus borealis, Qu. robur, Qu. petraea (MATTUSCHKA) LIEBL. (= Qu. ses- 
siliflora SALISB.), Fagus sylvatica, Tilia platyphyllos, Robinia pseudo- 
acacia) ergab durchwegs das Fehlen von freien Hexosen und das Vor- 
handensein der Saccharose als einziges freies Kohlenhydrat. Leider 
ist es uns nicht gelungen, aus Vertretern der Gymnospermen durch die 
Zapfung Siebröhrensaft zu gewinnen, auch nicht aus Eiben, die ge- 
legentlich einen Saftaustritt zeigen sollen (HuBER 1942); wir können 
daher vorläufig nicht entscheiden, ob sich der Rohrzucker bereits auf 
dieser Organisationsstufe als Transportzucker durchgesetzt hat. 

Auf Dextrine und ähnliche höhere Saccharide, die nach MicHEL 
(1942) im Eichen (Quercus robur?)-Siebröhrensaft in beträchtlichen 
Mengen (37,5% des Trockengewichtes gegen 44,7% Rohrzucker) vor- 
kommen sollen, nach WANNER (l.c.) dem Robiniensaft fehlen, wurde 
in der Weise geprüft, daß die Gesamtmenge der reduzierenden Zucker 
nach vollständiger Hydrolyse einer Probe des Siebröhrensaftes mit der 
Menge der bei der Hydrolyse des chromatographisch isolierten Rohr- 
zuckers entstehenden Monosen verglichen wurde. Wie aus Tabelle 1 er- 
sichtlich, stimmen bei den geprüften Arten die Werte praktisch überein. 

Es kann daher mit Sicherheit gesagt werden, daß auch bei den 
Eichen Saccharose als einziger Zucker im Siebröhrensaft enthalten ist. 

Bei Zapfungen in verschiedenen Stammhöhen läßt sich im all- 
gemeinen ein Konzentrationsgradient im Saccharosegehalt von oben 
nach unten feststellen, wie dies von HUBER, SCHMIDT u. JAHNEL (1937) 
für die Roteiche gefunden wurde. 

b) Die Stickstoffverbindungen. Unsere Kenntnis von der Art und 
Menge der organischen Stickstoffverbindungen im Siebröhrensaft ist. 
weit lückenhafter als die der Kohlenhydrate. HAarrıc (1860) stellte 
fest, daß sich beim Aufkochen des Roteichen-Siebröhrensaftes wenig 
Eiweiß abscheidet; Moose (1938) erhielt bei Robinien einen Gesamt- 
stickstoffgehalt von etwa 0,1%. Eine quantitative Eiweißbestimmung 
im Zapfsaft des Kürbis (Coom 1941) ergab den hohen Proteingehalt 
von etwa !/, des Trockengewichtes (etwa die 3fache Menge des Zucker- 
gehaltes); wir haben hier zweifellos einen Sonderfall vor uns, in dem 
die Zusammensetzung des durch die Zapfung gewinnbaren Saftes weder 
für die Bestimmung der in den eigentlichen Assimilatleitbahnen des 
Kürbis selbst tatsächlich wandernden Substanzen, noch weniger für 
die Beurteilung der in den Siebröhren anderer Pflanzen transportierten 
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Tabelle 1 
| Quercus Quercus Tilia 
| borealis robur platyph. 
| 17. 10. 55 12. 9. 55 14. 9. 55 





Monosenkonzentration nach Hydrolyse des | 








En ee eee dl 186 mg/ml | 175 mg/ml | 188 mg/ml 
Monosenkonzentration nach Hydrolyse der | 
abgetrennten Saccharose . . . . . . . | 179 mg/ml | 177 mg/ml | 183 mg/ml 


(Jeweils Mittel aus 5 Proben). 


Stoffe, herangezogen werden kann. Wir bestimmten zunächst den 
Anteil des TES-unlöslichen (Protein-) ind des TES-löslichen Stickstoffes 
im Siebrôhrensaft. 

Der Gehalt an Proteinstickstoff lag bei den untersuchten Eichen 
(Qu. borealis, Qu. robur, Qu. petraea) in derselben Größenordnung, und 
zwar zwischen 0,5 und 1,2 mg/ml. Die Unterschiede zwischen ver- 
schiedenen Individuen, vor allem solchen verschiedenen Alters, machen 
die Angabe eines Mittelwertes illusorisch, doch lagen die häufigsten 
Werte um 1,0 mg/ml. Bei Robinia, wo uns sehr einheitliches (3jähriges) 
Material zur Verfiigung stand, waren die Schwankungen viel geringer; 
der Proteinstickstoffgehalt des 
Siebröhrensaftes betrug 1,95 bis Tabelle 2. Siebréhrensaft von Quercus 








2,10 mg/ml. Wichtig scheint der borealis (30. 9.54; GRAFRATH) 
Befund, daß sich innerhalb eines Proteinstickstoft 
Individuums die Proteinmenge 2m über 0,2 m über 


des in verschiedenen Höhen ae Zorn ee ewe 


gezapften Siebröhrensaftes nicht Dm 1 1,12 mg/ml | 1,10 mg/ml 
veränderte (Tabelle 2). Baum 2 0,85 mg/ml | 0,90 mg/ml 

Dies weist daraufhin, daB es Baum 3 0,86 mg/ml | 0,85 mg/ml 
sich bei dem erfaBten EiweiB sehr 
wahrscheinlich nicht um in den Siebröhren wandernde Verbindungen, 
sondern um das Siebröhrenplasma selbst handelt, das bei Anschneiden 
des Phloéms mit austritt. 

Die Werte für den TES-löslichen Stickstoff sind während des 
Sommers für die drei untersuchten Eichenarten wieder sehr ähnlich 
und liegen zwischen 0,39 und 0,50 mg/ml (bei Zapfung in Stirnhöhe). 
Die Streuung ist hier also wesentlich geringer als bei den Werten des 
Proteinstickstoffes. 

Bei den geprüften Robinien beliefen sich die Mengen des TES- 
löslichen Stickstoffes im Sommer auf 0,65—0,85 mg/ml (bei Zapfung 
3jähriger Stämmchen in 1,50 m Höhe). 

Im allgemeinen nahmen die Konzentrationen des TES-löslichen 
Stickstoffes in den Stämmen von Kronenansatz bis zum Wurzelhals ab, 
und zwar am häufigsten um etwa 0,02 mg/ml je Meter, doch wurden 
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auch verschiedentlich gleiche Werte in den verschiedenen Zapfhöhen, 
gelegentlich sogar eine Umkehr des normalen Gefälles festgestellt. Diese 
Zunahme der Konzentration von oben nach unten war dann zuweilen, 
durchaus aber nicht immer, von einem Anstieg der Zuckermengen in 
derselben Richtung begleitet. 

Im Herbst, vor Beginn und während der Laubfärbung, zur Zeit 
der Eiweißmobilisierung in den Blättern, nimmt die Menge des TES- 
löslichen Stickstoffes sehr stark zu; bei Eichen auf 1,7—4,2 mg/ml, 
also auf das 2fache bis auf mehr als das 10fache, während sich der 
Proteinstickstoff bezeichnenderweise in etwa derselben Höhe wie im 
Sommer hält. 

GRASSMANN u. Mitarbeiter (unveröffentlicht; zit. nach HuBER 1944) 
hatten bei der Analyse von Roteichensiebröhrensaft einen herbstlichen 
Anstieg des Gesamtstickstoffgehaltes auf das 10fache gefunden; dieser 
Wert liegt nach unseren zahlreichen Messungen (25 Bäume) auch für die 
Roteiche wesentlich über dem Durchschnitt. 

Die Konzentration der TES-löslichen Stickstoffverbindungen des 
„Herbstsaftes‘“‘ nahm stets, aber verschieden stark, im Stamm nach 
unten ab, vielfach um etwa 0,05 mg/ml je Meter. 

Die Mengenverhältnisse der mit der Ninhydrinreaktion färbbaren 
/erbindungen (Aminosäuren, Oligopeptide, Amine u.ä.) änderten sich 
in ganz ähnlicher Weise wie die des gesamten TES-löslichen Stick- 
stoffes. So war bei Robinia während der herbstlichen Eiweißmobili- 
sierung (Beginn 1955 während der ersten Oktoberwoche) eine Zunahme 
der Konzentration dieser Stoffe auf beinahe den 10fachen Wert fest- 
zustellen (Absorption von 0,01 ml Siebröhrensaft vor der Vergilbung, 
13.9.55: 81,2%; Absorption von 0,001 ml während der Vergilbung, 
17.10.55: 78,3%). Auch der Konzentrationsgradient von oben nach 
unten trat bei der Ninhydrin-Reaktion im Sommer meist, im Herbst 
stets in Erscheinung. 

Beim papierchromatographischen Nachweis der einzelnen Amino- 
säuren in verschiedenen Siebröhrensäften zeigte sich, daß in den meisten , 
Fällen die herbstliche Rückführung der mobilisierten Blatteiweiße den 
Siebröhrensaft auch qualitativ sehr stark verändert: Während sich bei 
Qu. borealis, Qu. robur und Qu. petraea sowie bei Acer platanoides über- 
einstimmend während des Sommers nur Glutaminsäure und Asparagin- 
säure in größerer, Alanin in geringerer Menge im Siebröhrensaft finden, 
treten im Herbst zusätzlich zahlreiche andere Aminosäuren in größerer 
Menge im Siebröhrensaft auf; bei den Eichen z. B. Asparagin, Glutamin, 
Serin, Methionin, Valin und Leucin. 

Bei der Robinie finden sich zwar im Sommer- und Herbstsaft dieselben 
Aminosäuren, doch sind die Anteile der einzelnen Verbindungen zum 
Teil stark verschoben (Tabelle 3). 
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Tabelle 3. Anteil der einzelnen Aminosäuren im Siebröhrensaft 
von Robinia pseudoacacia 




















Sommersaft } Herbstsaft 

Glutaminsäure . . . . ++++ 7. Gergen te te I +++++ 
eure ++++ a LE 2d, ++++ 
Valin EINFRIEREN, ++++ META LINE Ghiesee a I ++++ 
Alanis las + NORD... re +++ 
Asparaginsäure . . . . + Glutaminsäure . . . . | +++ 
a: cf iano age el Serie + Asparaginsäure. . . . +++ 
BE hy + MS feo 7. So Shae er 
Pains à jai + 8 aa Glutamin ...... ++ 
Methionin . . . . . . + SE ae a à + 
Asparagin ...... + Asparagin . . . . . . + 
Glutamin. . . . . . . + Methionin . . . . . . | + 

(Die gleiche Anzahl von Kreuzen bezeichnet grôBenordnungemäbig — nach 
der Fleckenverg thode — überei de Konzentrationen). 


Besonders auffallend ist die sehr starke Zunahme der Prolin- 
konzentration im Herbstsaft, die wir allerdings nur bei der Robinie 
gefunden haben. 

c) Die Phosphatfraktionen. In Anbetracht der Bedeutung, die wir 
heute der Phosphorsäure auch für den Transport der Kohlenhydrate 
zuschreiben, schien eine quantitative Erfassung des anorganischen 
Phosphats und der organischen Phosphorverbindungen im Siebröhren- 
saft besonders wichtig. Führt man sich vor Augen, daB die bei der 
Assimilation oder der Mobilisierung von Reservestoffen entstehenden 
Kohlenhydrate — sofern es sich nicht um Saccharose handelt — vor 
Eintritt in die Siebröhren in Rohrzucker übergeführt werden müssen, 
diese Synthese aber nach unseren heutigen Kenntnissen zunächst wohl 
meist zum Saccharosephosphat fiihrt, das durch die in den Geleitzellen 
der Siebröhren und in den Siebröhren selbst nachgewiesene Phosphatase 
(Yın 1945, Wanner 1952, BAUER 1953, Frey 1954) desphosphoryliert 
werden kann (s. u.), so könnte man daran denken, daß zwischen der 
Konzentration der Saccharose und der Konzentration des anorganischen 
Phosphats in Siebröhrensaft engere Zusammenhänge bestünden, daß 
unter Umständen (bei quantitativer Entstehung der Siebröhren- 
saccharose aus Saccharosephosphat und gleichmäßiger Diffusion der 
bei der Spaltung entstehenden Produkte in die Siebröhren) sogar beide 
Verbindungen in ihren Molaritäten weitgehend übereinstimmten. Auch 
an eine dem Saccharoselängsgradienten entsprechende Abnahme des 
anorganischen Phosphats während des Transportes ließ sich denken, 
da sich auf diese Weise eine bei der Entnahme des Rohrzuckers aus den 
Leitbahnen mögliche Rephosphorylierung bemerkbar machen könnte. 
Im übrigen schien bei einer solchen einfachen Beziehung zwischen Zucker- 
und Phosphatkonzentration eine ideale Möglichkeit gegeben, das lang- 
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ersehnte experimentum crucis für oder gegen die Massenströmung durch- 
zuführen: Wanderten die dem mittäglichen Assimilationsmaximum 
entsprechenden Konzentrationsmaxima von Zucker und anorganischem 


Tabelle 4. Siebröhrensaft von Tilia platy- 
phyllos (21.8.54; GRAFRATH, 15% Uhr) 





le Anorg. 
| Saccharose! Phosphat 





- 


0,51 mol. | 0,0044 mol. 


Höhe 0,2 Meter | 
0,55 mol. | 0,0036 mol. 


Hôhe 1,70 Meter | 


Tabelle 5. Siebréhrensaft von Acer platanoides 
(21. 8. 54; GRAFRATH, 10% Uhr) 





Saccharose* 


Anorg. 
| Phosphat 
i 
| 





Hôhe 0,2 Meter 
Hôhe 1,7 Meter 
Hôhe 3,5 Meter | 


| 0,52 mol. | 0,01 mol. 
| 0,58 mol. | 0,0088 mol. 
0,60 mol. | 0,0078 mol. 


Tabelle 6. Siebröhrensaft von Robinia pseudo- 
acacia (28. 8. 54; GRAFRATH, 10 Uhr) 





Anorg. 


| Saccharose! Phosphat 


| I 





| 0,35 mol. | 0,006 mol. 
0,40 mol. | 0,0077 mol. 
0,52 mol. | 0,0075 mol. 


Höhe 0,2 Meter 
Höhe 1,7 Meter 
Höhe 3,0 Meter 


Tabelle 7. Siebréhrensaft von Quercus borealis 
(20. 8. 54; GRAFRATH, 11 Uhr) 








Saccharose! | IE ein HR 
Höhe 1,5 Meter | 0,55 mol. | 0,0035 mol. 
Höhe 3,0 Meter | 0,52 mol. | 0,0027 mol. 


(Bemerkung: Der Baum war bereits in 
früheren Jahren in 1,50 Meter Höhe oft ge- 
zapft und daher praktisch geringelt, weshalb 
sich hier die hohen Zuckerwerte finden.) 


1 Die Bestimmung der Saccharosekon- 
zentration erfolgte mit dem Handrefrakto- 
meter nach Zeiss. 


Phosphat über längere Strek- 
ken miteinander gegen den 
Stammgrund, so wäre ein 
gemeinsamer Transport ge- 
sichert. Die quantitative Be- 
stimmung des anorganischen 
Phosphats im Siebröhrensaft 
und der Vergleich mit den 
entsprechenden Zuckerkon- 
zentrationen ergab nun aber 
keine derartige Beziehung, wie 
aus den nebenstehenden Ta- 
bellen (4—7) hervorgeht. 

In denselben Größenord- 
nungen bewegen sich auch die 
Konzentrationsverhältnisse 
bei den übrigen untersuchten 
Bäumen (Alnus glutinosa, Car- 
pinus betulus, Castanea sativa 

und Fagus sylvatica). 

Während demnach die Sac- 
charosekonzentration des Sieb- 
röhrensaftes meist etwa einer 
1/, molaren Lösung entspricht, 
liegt die Konzentration des an- 
organischenPhosphats zu aller- 
meist unter 4/,9), molar, in un- 
seren sehr zahlreichen (über 
2000) Analysen jedenfalls nie 
über 4/4) molar. 

Der Vergleich der Mengen 
in den verschiedenen Stamm- 
höhen zeigt außerdem, daß das 
Konzentrationsgefille beim 
anorganischen Phosphat meist 
— nicht immer, siehe z.B. 


Tabelle 6 — dem des Rohrzuckers entgegengesetzt gerichtet ist, d. h., 
daß das Phosphat nach unten zunimmt. Daß Zuckerabnahme und 
Phosphatzunahme aber nicht ursächlich miteinander verknüpft sind, 
zeigt Tabelle 7: Die Ringelung bewirkt einen Stau beider Stoffe. 
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Auch in den Konzentrationsschwankungen im Siebröhrensaft während 
des Tages und der Nacht lassen sich zwischen Zucker- und Phosphat- 
mengen keine gesetzmäBigen Beziehungen feststellen, wie weiter unten 
eingehender dargelegt wird. Deutlich war dagegen eine Zunahme des 


anorganischen Phosphats im Sieb- 
röhrensaft während des Herbstes 
zur Zeit der Rückführung des 
Blattphosphors (s. u.) festzustel- 
len; in dieser Periode wurden 
die absolut höchsten Phosphat- 
mengen gemessen. Leicht hydro- 
lysierbares Phosphat ließ sich im 
Siebröhrensaft keines der unter- 
suchten Bäume (s. 0.) nachweisen. 

Dagegen waren stets recht 
ansehnliche Mengen von TES- 
löslichem, schwer hydrolysier- 
barem Phosphat nachweisbar 
(Tabellen 8, 9, 10). 

Es ist bemerkenswert, daß das 
schwer hydrolysierbare Phosphat 
(zu dem neben Phosphatiden u. ä. 
auchz.B.das Saccharosephosphat 
zu zählen ist) so wenig wie der 
Proteinstickstoff Konzentrations- 
unterschiede in verschiedenen 
Stammhöhen zeigt; es handelt 
sich offensichtlich auch hier nicht 
um Wanderstoffe, sondern um 
Bestandteile des Siebröhren- 
plasmas. 

d) Der py-Wert. Es ist stets 


Tabelle 8. sSiebröhrensaft von Quercus 
robur (14. 10.54; GRAFRATH, 10% —14 Uhr) 














An- Schwer 
organi- me: ps 
sches 
Phosphat Phosphat 
Höhe 0,2 Meter | 357 y/ml | 87 y/ml 
Höhe 1,7 Meter | 335 y/ml | 85 y/ml 


(Mittel aus 10 Bäumen). 


Tabelle 9. sSiebröhrensaft von Quercus 
borealis (14. 10. 54; GRAFRATH, 











—16 Uhr) 
An- Schwer 
organi- hydrolysier- 
sches bares 
| Phosphat Phosphat 
| 
Höhe 0,2 Meter | 540 y/ml | 40 y/ml 
Höhe 1,7 Meter | 610 y/ml | 50 y/ml 


(Mittel aus 6 Bäumen). 


Tabelle 10. Siebrohrensaft von Robinia 
pseudoacacia (16. 10. 54; GRAFRATH, 








9% _—10% Uhr) 
| An- | Schwer 
organi- | hrdrolysien, 
| sches bares 
| Phosphat | Phosphat 
Höhe 0,2 Meter | 720 y/ml | 87 y/ml 
Höhe 1,7 Meter | 720 y/ml | 95 y/ml 


(Mittel aus 5 Bäumen). 





vermerkt worden, daB die Sieb- 

röhrensäfte alkalisch reagieren; diese Reaktion soll z. B. den Rüsseln 
phloémsaugender Insekten die Leitbahnen anzeigen und den Saugakt 
auslösen (Fire u. Frampton 1936, NUORTEVA 1952). Auch über den 
Pu-Wert reiner Siebröhrensäfte fehlen aber genauere Angaben. Wir 
prüften alle von uns zu irgendwelchen Analysen gewonnenen Säfte mittels 
Universalindicator und fanden immer alkalische Reaktion. Die genaue 
Messung ergab für 10 Roteichen im Mittel einen Wert von 7,95 (gering- 
ster Wert 7,45, höchster. 8,4), für 10 Stieleichen ein Mittel von 8,18 
(7,8—8,55), für 5 Robinien ein Mittel von 8,43 (7,95—8,66). Es hat den 
Anschein, als ob die Alkalität in den Stämmen nach unten geringer 
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würde, doch kénnen dariiber nur nach noch ausgedehnteren Analysen 
eindeutige Aussagen gemacht werden. 

Uber die fiir die alkalische Reaktion verantwortlichen Substanzen wissen wir 
vorerst nichts Sicheres. ARENS (1939) hat hierfiir die hydrolytische Spaltung von 
Zucker-Calciumverbindungen in Siebröhrensaft in Erwägung gezogen. Diese An- 
nahme kann nicht nur auf Grund unserer heutigen Kenntnis des Zuckergehalts 
der Siebröhren (freie Saccharose als einzige Wanderform) nicht zutreffen, sondern 
fußt auch auf einer irrigen Voraussetzung: ARENS hatte aus der Tatsache, daß 
der (auf das Trockengewicht bezogene!) Calciumgehalt der Blätter im Gegensatz 
zu den Mengen anderer Salze bei Nacht stets höher lag als bei Tag, den Schluß 
gezogen, daß das Calcium mit den Kohlenhydraten abwanderte. Dagegen hat 
bereits RouscHat (1940) eingewendet, daß der Abtransport der Zucker auch nachts 
anhält; da zudem zahlreiche Hinweise darauf vorliegen, daß gerade das Calcium 
nicht ,,phloémmobil“ ist (vgl. Arısz 1952), erklärt sich die Sonderstellung des 
Calciums in den Blättern ganz einfach daraus, daß es im Gegensatz zu den anderen 
Salzen nicht aus den Blättern abgeführt wird. Seine Menge muß dann ja bei 
Bezug auf das Trockengewicht nachts relativ zunehmen, da sich zu dieser Zeit die 
Trockensubstanz infolge des Wegfalls der Assimilation und des Fortgangs der 
Ableitung verringert. Wir werden auf diese bemerkenswerte Sonderstellung des 
Calciums noch zu sprechen kommen. 

Die Alkalität des Siebröhrensaftes ist zwar, wie erwähnt, altbekannt, 
bisher aber merkwürdigerweise kaum in ihrer Bedeutung für die Sieb- 
röhrenfunktion gewürdigt worden (s. u.). So war z. B. daran zu denken, 
daB die von WANNER (1953 b) festgestellte Inaktivitätzahlreicher Fermente 
der Glykolyse im Siebröhrensaft durch dessen Alkalität verursacht ist 
(das py der Ansätze WANNERs betrug 7,0 bis 7,3); die Saccharase (aus 
Hefe) hat aber ein pg-Optimum von 4,6 bis 5,0 und erreicht bei px 8,25 
bereits den isoelektrischen Punkt (NELSON u. BLOOMFIELD 1924). 

Wir haben zur Prüfung dieser Frage Siebröhrensaft auf verschiedene 
pa-Werte gepuffert und untersucht, ob sich im sauren Bereich eine 
Aktivität der Saccharase einstellt. 

Zur Durchführung des Versuches wurde ein mit Alkohol abgeriebener Robinien- 
stamm mit einem sterilen Messer angeschnitten und der austretende Saft in einem 
sterilen Röhrchen aufgefangen. Von diesem Saft wurden je 0,1 ml zu je 0,5 ml 
sterilisiertem m/15 Phosphatpuffer unter sterilen Kautelen in mit Wattepfropfen 








verschlossene Reagensgläser gegeben und diese bei 30° C im Wasserbad geschiittelt. : 


Zu verschiedenen Zeiten wurden mit keimfreier Pipette je 0,1 ml entnommen 
und mit der Tetrazolium-Reaktion auf reduzierende Zucker untersucht. Gepriift 
wurde bei py 4,6, 5,6, 6,6 und 7,6. Längste Inkubationsdauer: 20 Stunden. 


Solange der Siebröhrensaft steril blieb, war in keinem der geprüften 
pa-Bereiche eine Saccharase-Aktivität festzustellen. Es ist daher an- 
zunehmen, daß das Enzym — und wahrscheinlich auch die anderen 
von WANNER mit negativem Erfolg getesteten — dem Siebröhrensaft 
der Robinie tatsächlich fehlen und nicht nur durch das alkalische Milieu 
an ihrer Aktivität gehindert sind. 

Es ist aber durchaus nicht von der Hand zu weisen, daß die Alkali- 
sierung des Zellinhaltes bei der Reifung der Siebröhren in ursächlichem 
Zusammenhang mit dem Verlust (Denaturierung!) der Fermente steht. 





» 
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e) Gerbstoffe und ihre Vorstufen. GRASSMANN (unveröffentlicht, zit. 
nach Huser 1942) hatte bei der Analyse des Roteichen-Siebréhren- 
saftes beachtliche Mengen von Gerbstoffen und Gerbstoffvorstufen 
gefunden. Der Siebröhrensaft aller gezapften Eichen verdankt seine gelb- 
liche Färbung und seinen adstringierenden Geschmack zweifellos diesen 
Komponenten. Mit der üblichen Farbreaktion mit Fe III-Salzen (ver- 
wendet wurde Eisenalaun in alkoholischer Lösung) lassen sich in allen 
gezapften Siebröhrensäften mehr oder weniger große Mengen Gerbstoffe 
(wahrscheinlich Catechine) durch die charakteristische Grünfärbung 
nachweisen. 

Im Siebröhrensaft der Eichen nimmt die Intensität der Färbung 
bei der Eisenreaktion von der Zapfung an bei der Aufbewahrung stetig 
ab; gleichzeitig tritt ein braunroter, voluminöser Niederschlag auf, der 
allen Bearbeitern der Eichensäfte stets aufgefallen ist und zum Teil 
in Verbindung mit der „Gerinnung‘‘ des Siebröhrensaftes nach dem 
Anschnitt der Leitbahnen gebracht wurde. Ein Zusammenhang zwischen 
dieser Niederschlagsbildung und dem gleichzeitigen Verschwinden lös- 
licher Gerbstoffe schien von vornherein wahrscheinlich; ein Vergleich 
der Löslichkeiten und der Absorptionsspektren ließ keine Zweifel mehr 
daran, daß es sich bei dem Niederschlag der Eichensiebröhrensäfte um 
kondensierte Gerbstoffe, ,,Phlobaphene“, handelt. 

Die Substanz löst sich weder in der Kälte noch in der Hitze in Wasser, Methanol, 
Äthanol, Butanol, Aceton, Chloroform, Äther, Tetrachlorkohlenstoff, verd. (HCI, 
HNO,, H,SO,) und konzentrierten Säuren (HCl, HNO,), verd. Laugen (NH,OH, 
NaOH, KOH), auch nicht in kalten konzentrierten Laugen, relativ leicht aber in 
kochender konzentrierter Natronlauge (32%) mit rotbrauner Farbe. 

Das gleiche Lösungsverhalten zeigen die in der Eichenborke enthaltenen roten 
Phlobaphene: Auch sie lösen sich erst in kochender konzentrierter Lauge. Die 
Lösungen des im Siebröhrensaft ausfallenden Niederschlags und des Periderm- 
Phlobaphens aus Borkenmehl (nach der Entfernung der Fremdstoffe mit Wasser, 
Aceton, konz. HCl und verd. NaOH, jeweils in der Hitze) in kochender konzen- 
trierter Natronlauge ergaben übereinstimmende Absorptionsspektren (Minimum 
bei 650 my, schwaches Maximum bei 520 mu, ausgeprägtes Maximum bei 400 my). 

Da der Gehalt des gezapften Saftes an Gerbstoffen gerade bei den 
Eichen mit ihren gerbstoffreichen Rinden besonders hoch ist, zudem 
ihre Menge gegen den Stammgrund und bei älteren Bäumen deutlich 
zunimmt (diekere Borken!), scheint es uns nicht sicher, ja sogar wenig 
wahrscheinlich, daß sich diese Stoffe in größerer Konzentration in den 
intakten Siebröhren finden; sie werden vielmehr erst durch den aus- 
tretenden Siebröhrensaft beim Durchtritt durch die verletzte Rinde 
ausgewaschen werden (s. u.). 

Es mahnt dieser Befund zur Vorsicht bei der Identifizierung der 
chemischen Zusammensetzung des gezapften Saftes mit dem tatsäch- 
lichen Inhalt der Siebröhren; geringe Mengen verschiedener Stoffe 
können durchaus aus den durchflossenen Rindenpartien stammen. So 
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dürften gerade die lôslichen Gerbstoffe für die (geringe) Reduktions- 
kapazität des Siebröhrensaftes verantwortlich gemacht werden, die von 
früheren Untersuchern fiir reduzierende Zucker beansprucht wurde. 

1) Sonstige Stoffe. Für die häufig im gezapften Saft anzutreffenden 
fluoreszierenden Farbstoffe gilt wohl in der Mehrzahl der Fälle das 
gleiche: Auch sie werden beim Durchtritt des Saftes aus der Rinde aus- 
gespült. So zeichnet sich gerade der Zapfsaft der Robinie, der Eschen und 
der Pappel, die in ihren Rinden Flavon-(Syringin; Robinia), Cumarin- 
(Fraxin; Fraxinus) und Phenolglykoside ( Populus) haben, durch beson- 
ders intensive Fluorescenz aus; auch hier liefern ältere Bäume und 
der Stammgrund stets höhere Farbstoffkonzentrationen. 

Besonderes Augenmerk wurde noch der Menge des Bors im Sieb- 
röhrensaft geschenkt, da verschiedentlich Hinweise auf eine Beteiligung 
des Bors am Kohlenhydrattransport vorliegen (GAUCH u. DUGGER 1953) 
und gelegentlich sogar an eine Wanderung von Zucker-Borverbindungen 
gedacht wurde (Kursanov 1954). Der negative Ausfall der Curcuma- 
 Papierprobe und des Nachweises von Borsäure-Methylester nach Zusatz 
von konzentrierter H,SO, und Methylalkohol zum Robiniensiebröhren- 
saft, Erhitzen des Gemisches und Entzünden des verdampfenden 
Methanols, ließ erkennen, daß das Element höchstens in Spuren an- 
wesend sein konnte. Der Nachweis mit Alizarin S (SzEBELLEDY u. 
TANAY 1936) ergab für die untersuchten Siebröhrensäfte (Quercus bore- 
alis, Qu. robur, Fraxinus americana und Robinia pseudoacacia) Borgehalte 
von < 5 y/ml. Es kann somit gesagt werden, daß das Bor auch im 
Siebröhrensaft nur ein ,,Spurenelement“ darstellt und mit Sicherheit 
keine Zucker-Borverbindungen vorliegen können. 

g) Die Viscosität. Die Kenntnis der ,,Zähigkeit‘ des Siebröhrensaftes 
ist einerseits für die Berechnung der Strömungsgeschwindigkeit bei der 
Annahme einer laminaren Strömung im Innern der Siebröhren im Sinne 
der Massenströmungstheorie und zum andern für die Ermittlung der 
von den phloémausbeutenden Insekten bei der Saugung angewendeten 
Kräfte vonnöten. f 

Wir bestimmten zur Kennzeichnung der Viscosität den relativen 
Reibungskoeffizienten, d. h. das Verhältnis t/t, der Durchflußzeiten der- 
selben Volumina Wasser (t,) und Siebröhrensaft (t) zunächst für einige 
in den benötigten größeren Mengen gewinnbaren Siebröhrensäfte im 
Traußeschen Stalagmometer bei 20°C (Tabelle 11). 

Schon diese wenigen Werte ließen erkennen, daß der Saccharose- 
gehalt des Siebröhrensaftes praktisch ausschließlich die Viscosität be- 
stimmt und die übrigen Inhaltsstoffe infolge ihrer geringen Menge nicht 
ins Gewicht fallen. 

Um diesen Zusammenhang an umfangreichem Material bestätigen 
zu können, wurde die Methode dahingehend vereinfacht, daß statt 
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Tabelle 11 
| | Robinia | 
| Popul 
| borealis | Preudo- | nigra. 
| | 
Rel. Reibungskoeffizient des Siebröhrensaftes . 1,62 | 1,52 | 1,38 
Saccharosegehalt . ............. | 224% | 18,8% | 154% 
Rel. Reibungskoeffizient einer eingestellten Sac- | | | 
charoselösung derselben Konzentration . . . | 1,64 | 1,50 | 1,42 


eines Stalagmometers eine Mikropipette von 0,1 ml Inhalt Verwendung 
fand; es wurden dabei in einem temperaturkonstanten Raum die Zeiten 
verglichen, in denen 0,07 ml Wasser bzw. dieselbe Menge des jeweiligen 
Siebrôhrensaftes vom Nullpunkt bis zur 0,07 ml-Marke ausgelaufen 
waren. Es konnten auf diese Weise auch Siebröhrensäfte geprüft 
werden, die nur in sehr geringen Mengen zu gewinnen sind. Ein Ver- 
gleich der mit dieser Methode erhaltenen t/tp-Werte mit den im Stalagmo- 
meter für denselben Saft (Quercus borealis) festgestellten ergab recht 
ähnliche Größen: 2,421 (im Stalagmometer) zu 2,400 (in der Pipette). 

Eine ausgezeichnete Übereinstimmung zeigte sich auch hier zwischen 
den relativen Reibungskoeffizienten der Säfte und der Saccharose- 
lösungen derselben Konzentration. 

Es ergeben sich damit bequeme Bestimmungsmethoden für beide 
Größen in den Siebröhrensäften: 

Der relative Reibungskoeffizient kann durch die einfache refrakto- 
metrische Bestimmung der Rohrzucker-Konzentration aus einer Eich- 
kurve der Viscositätswerte verschiedener Saccharose-Konzentrationen 
erhalten werden, während sich andererseits (etwa bei Fehlen eines 
Refraktometers) mittels einer Mikropipette und einer Stoppuhr (bei 
Temperaturkonstanz) der Rohrzuckergehalt auf etwa 1% genau an- 
geben läßt. 

Aus der einfachen Beziehung zwischen Rohrzuckergehalt und Vis- 
cosität läßt sich ohne weiteres ableiten, daß die Dichte im allgemeinen 
in den Stämmen nach unten abnimmt und daß sie — wie der Zucker- 
gehalt (s. u.) — einen Tagesgang besitzen muß. 

h) Der Siebröhrensaft als Nährboden. Da in den Siebröhren reich- 
lich Kohlenhydrat, organische Stickstoffverbindungen, Wirkstoffe und 
Salze enthalten sind, schien es denkbar und wahrscheinlich, daß sich 
isolierte Wurzeln auf Siebröhrensaft-Nährböden derselben Pflanze ent- 
wickeln würden. 


Zur Prüfung dieser Frage wurden sterilisierte (15 min in konz. Chlorkalklösung) 
Robiniensamen auf 1,5%igem Agar in Petrischalen zur Keimung gebracht, die 
Wurzelspitzen (etwa 3 mm) unter sterilen Kautelen abgetrennt und in Reagenz- 
gläser mit Siebröhrensaft-Agar gebracht; dieser wurde in der Weise bereitet, daß 
Siebröhrensaft nach der Sterilisierung durch Passage eines Bakterienfilters zu 
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sterilisiertem, noch fliissigem Agar (etwa 60°C) keimfrei in verschiedenen Mengen zu- 
pipettiert wurde, so daß der ursprüngliche Saft (mit 20% Saccharosegehalt) auf das4-, 
7-, 10- und 20fache (auf 5%, 2,5%, 2% und 1% Saccharosegehalt) verdiinnt wurde. 

Uberraschenderweise zeigten die Wurzeln in keinem Falle einen 
wesentlichen Zuwachs, obwohl sie meist wochenlang am Leben blieben. 
Wahrscheinlich erklärt sich diese Unbrauchbarkeit des Siebröhrensaftes 
als Wurzelnährlösung einfach daraus, daß der Zuckergehalt so sehr die 
Menge der anderen Substanzen überwiegt, daß eine Verdünnung auf 
osmotisch erträgliche Konzentrationen des Zuckers zwangsläufig zu 
einer Verringerung anderer Nähr- oder Wirkstoffe unter die für das 
Wachstum erforderliche Mindestkonzentration führt. Der Siebröhrensaft 
ist nicht eigentlich ,,Bildungssaft“, sondern vielmehr „Transportsaft‘“. 

Für Pilze und vor allem Bakterien (alkalische Reaktion!) ist der 
Siebröhrensaft dagegen eine sehr geeignete Nahrungsquelle; unter ihrem 
Einfluß zersetzt er sich in kurzer Zeit (s. o.). 


2. Der Tagesgang der Stoffkonzentrationen im Siebröhrensaft 

Bereits Mason u. MASKELL (1928) setzten Tagesschwankungen im Zuckergehalt 
der Leitgewebe in Beziehung zu den durch die Assimilation bewirkten Konzen- 
trationsänderungen der Kohlenhydrate in den Blättern. HUBER, SCHMIDT u. 
JAHNEL stellten durch refraktometrische Messung der Saccharosekonzentration 
im Siebröhrensaft der Roteiche fest, daß ein dem mittäglichen Assimilations- 
maximum entsprechendes Konzentrationsmaximum in den Stämmen mit einer 
Geschwindigkeit von 1,5 bis 4,6 Meter/Stunde nach unten wandert, wodurch die 
höchste Zuckerkonzentration an den verschiedenen Zapfhöhen zu ganz verschie- 
denen Zeiten gemessen wird. LEONHARDT (1940) bestätigte diese Befunde in ori- 
gineller Weise; er zeigte, daß die Honigtauabgabe von Tannenläusen in ihrer 
Ergiebigkeit einen ganz entsprechenden Tagesgang erkennen läßt (Minimum am 
Vormittag, Wiederanstieg bei Eintreffen der neuen Assimilatwelle ab Mittag). 
Der unmittelbare Zusammenhang der registrierten Schwankungen mit dem Gang 
der Assimilation wurde dadurch sichergestellt, daß durch eine oberwärtige Ver- 
dunkelung der von den Läusen besetzten Triebe der nachmittägliche Anstieg der 
Honigtauabgabe verhindert werden konnte. 

Für den Vitamin B,-Gehalt des Siebröhrensaftes von Cucurbita stellte BucH- 
BERGER (1952) einen ähnlichen Tagesgang fest; auch die Aneurinmenge ist morgens 
niedrig und steigt zum Abend an. 


Wir fanden bei Robinia pseudoacacia, Qu. borealis und Fraxinus 
americana einen Tagesgang der Zuckerkonzentration, der mit dem von 
Huser, SCHMIDT u. JAHNEL für die Roteiche angegebenen weitgehend 
übereinstimmte. Bei Fraxinus americana, die infolge ihres besonders 
ergiebigen Saftflusses hierfür besonders geeignet war, wurden nun zu 
diesem Tagesgang der Zuckerkonzentration die Konzentrationsände- 
rungen des anorganischen Phosphats und der Ninhydrin-positiven Sub- 
stanzen in Beziehung gesetzt. Da sich uns zudem die Möglichkeit bot, 
mit Hilfe des URAS den CO,-Umsatz selbst mitzuregistrieren, konnten 
wir alle Werte auf ihren Zusammenhang mit dem gemessenen Gang der 
Assimilation prüfen. 
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Bei den URAS-Messungen wurde durch eine 60 Meter lange Schlauchleitung 
aus dem Kronenrand des Versuchsbaumes (etwa 30jährige Fraxinus americana im 
Hof der Forstlichen Forschungsanstalt) angesaugt (0,81/min). Die Blatteile (je 
3 Fiederblattchen) befanden sich in einer Kiivette bzw. auf der in unserem Institut 
kürzlich entwickelten „Ansaugplatte‘‘ (Kocx 1955; zur Methodik der URAS- 
Messung vgl. Huser 1950). An beiden Versuchstagen (23.9.55 und 24. 9. 55) 
war das Wetter sonnig und warm. 

Aus dem Gang der Konzentrationsschwankungen im Siebröhrensaft 
in Höhe des Kronenansatzes (5 Meter über dem Boden) läßt sich folgendes 
entnehmen (Abb. 1): 
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Abb. 1. Tagesgang der Photosynthese 
anorg. Phosphat ------- und Ninhydrin-positiven Substanzen 
saftes (5 m über dem Boden) bei Fraxinus americana 





1. Die Assimilation setzte in diesen Herbsttagen gegen 6% Uhr ein, 
erreichte mittags (23. 9.) bzw. schon vormittags (24. 9.) das Maximum 
und um 18 Uhr den Kompensationspunkt. 

2. Der Zuckergehalt schwankte auch bei unserem Versuchs- 
objekt in der bekannten Weise: Die geringsten Werte wurden am Vor- 
mittag erhalten, während nachmittags die Konzentration stark anstieg, 
um in dieser Stammhöhe gegen 20 Uhr zu kulminieren ; die Assimilatwelle 
passierte diese Höhe demnach nach etwa 8 Stunden. 

3. Die Schwankungen des anorganischen Phosphats lassen sich 
nicht in Beziehung bringen zu den Änderungen der Zuckerkonzentration. 

4. Die Ninhydrin-positiven Substanzen wiederum zeigen einen sehr 
ähnlichen Konzentrationsabfall während des Vormittags wie die Zucker, 
doch sind die Nachtwerte sehr gleichmäßig und weisen kein ausgeprägtes 
Maximum auf. 

Dieser Tagesgang wird verständlich, wenn man bedenkt, daß die 
in den Leitbahnen abwandernden Aminosäuren im Herbst zum größten 
Teil nicht durch die Assimilation bzw. durch die unmittelbar an sie 
anschließenden Umsetzungen bereitgestellt werden, sondern durch die 
Hydrolyse der Blatt-Eiweiße; dieser enzymatische Prozeß ist nun zwar 
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auch temperatur-, aber nicht lichtabhängig und wird deshalb kein so 
scharfes Mittags-Maximum aufweisen wie die Assimilation. Der Riick- 
gang der EiweiBmobilisierung während der (sehr kühlen) Nachtstunden 
macht sich dagegen — mit entsprechender Verspätung — deutlich im 
Konzentrationsabfall der Ninhydrin-positiven Substanzen in der Héhe 
der Zapfstelle bemerkbar. 

Ein Vergleich der Tagesgänge der einzelnen Stoffkonzentrationen 
der in verschiedenen Höhen gezapften Siebröhrensäfte zeigt folgendes: 

1. Die Zuckermaxima und -minima (Abb. 2) treten in 2,5 Meter (und 
0,40) Höhe stets einen Zapftermin (2 Stunden) später in Erscheinung 
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Abb. 2. Tagesgang der Zuckerkonzentration des Siebröhrensaftes von Fraxinus americana 
in verschiedenen Stammhôhen: 1 = 5m, 2 = 2,50m und 3 = 0,40 m über dem Boden 
als in 5 Meter Höhe. Zur genaueren Festlegung der Wandergeschwindig- 
keit dieser Konzentrationswelle wäre eine noch häufigere Zapfung nötig 
gewesen (mindestens jede Stunde). Leider überstieg das sowohl die 
Leistungsfähigkeit des Baumes als auch die eines einzelnen Experimen- 
tators, zumal die analytische Aufarbeitung der Säfte (bei je 2facher 
Ausführung von Zucker-, Phosphat- und Ninhydrinreaktion bei jeder 
Zapfung 18 Analysen) sofort vorgenommen werden muß und daher die 
2stündige Zapfpause nicht verkürzt werden kann. 

Bei einer solchen kurzfristigeren Zapfung würden sich sehr wahr- 
scheinlich die in unseren Kurven in 0,4 Meter und 2,5 Meter Hohe gleich-. 
zeitig registrierten Maxima und Minima auseinanderziehen lassen, sei 
es durch Vorverlegung der höchsten Werte der höheren, sei es durch 
Verzögerung des Maximums der tieferen Zapfstelle. Immerhin kann 
größenordnungsmäßig eine Geschwindigkeit der Wanderung des Konzen- 
trationsmaximums von 1,25 bis 2,50 Meter je Stunde angegeben werden, 
ein Wert, der mit der von HUBER, SCHMIDT u. JAHNEL für die Roteiche 
auf demselben Wege gefundenen Geschwindigkeit von 1,5 bis 4,6 Meter 
je Stunde recht gut übereinstimmt. Die Konzentrationsschwankungen 
werden — wie bei der Roteiche — gegen den Stammgrund wesentlich 
schwächer; ebenso nehmen die Absolutwerte entsprechend dem be- 
kannten Konzentrationsgefälle in derselben Richtung im allgemeinen ab. 
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2. Der Phosphatgehalt (Abb. 3) läßt weder einen gesetzmäßigen 
Tagesgang noch einheitliche Gradienten innerhalb der verschiedenen 
Zapfhöhen erkennen. 

3. Die Konzentrationsschwankungen der Ninhydrin-positiven Sub- 
stanzen bewegen sich in recht ähnlicher Weise wie die der Zucker; auch 
hier prägen sich Anstieg und Abfall in den niederen Höhen stets einen 
Zapftermin später aus und auch ein Längsgradient ist zumeist er- 
kennbar (Abb. 4). 
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Abb. 3. Tagesgang der Konzentration des ‚anorg. Phosphats im Siebröhrensaft von 
Fraxinus americana in verschiedenen Stammhöhen: 1 = 5m, 2 = 2,5 m und 3 = 0,40 m 
über dem Boden 
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Abb. 4. Tagesgang der Konzentration der Ninhydrin-positiven Substanzen von Fraxinus 
americana in verschiedenen Stammhöhen: 1 = 5m, 2 = 2,5 m und 3 = 0,40 m 
über dem Boden 


Die Assimilationsregistrierung an der Esche wurde übrigens bis zum Ende 
der Vegetationsperiode fortgesetzt und zeigte am 11.10.55 zum letzten Male 
eine (sehr geringe) Assimilation an. Bemerkenswerterweise war schon 2 Tage später 
(am 13. 10. um 14° Uhr) in der ganzen Stammlänge keinerlei Saftfluß beim An- 
schneiden des Phloéms mehr festzustellen. Wir werden auf diesen Befund noch zu 
sprechen kommen. 


II. Die stoffliehen Beziehungen des Siebröhrensaftes 
zu anderen Pflanzensäften 


1. Die Beziehungen zum Blattpreßsaft 


a) Kohlenhydrate. Bereits Mason u. MAsKkELL (1928) [nicht erst, wie meist 
irrtümlich angegeben (PFEIFFER 1937, RöckL 1949, BAUER 1953), Pris u. 
Mason (1933)] stellten bei einem Vergleich der Zuckerkonzentration von Preßsäften 
aus den Blattlaminae und den Blattmittelrippen, sowie den inneren Rindenpartien 
(die sie als ,,sieve tubes‘‘ bezeichnen) der Baumwollpflanze fest, daß die Saccharose- 
konzentration vom Parenchym zu den Mittelrippen auf mehr als das Doppelte 
und vom Parenchym zu dem Innenteil der Rinde auf das 8fache ansteigt, während 
die reduzierenden Zucker vom Parenchym zur Mittelrippe um etwa '/, zunehmen, 
vom Parenchym gegen die ,,sieve tubes‘‘ um etwa, denselben Betrag zurückgehen. 
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Paxis u. Mason forderten deshalb „some mechanism, either in the petiole or 
in the vein, or in both, that can accumulate sucrose against a concentration 


gradient ....... “ (8.611). 
PFEIFFER fand kryoskopisch ebenfalls häufig ein osmotisches Gefälle vom Sieb- 


röhrensaft zum Blattpreßsaft. Curtis u. Asat (1939) konnten bei Fraxinus und 
Cucurbita, RöckL bei Robinia diesen Konzentrationshub durch Plasmolyse der 
Parenchymzellen mit dem Siebröhrensaft derselben Pflanze demonstrieren. 

Hatten Mason u. MASKELL und PHıtLis u. Mason (l.c.) in ihren Unter- 
suchungen an der Baumwollstaude noch keinen Siebröhrensaft, sondern Preßsaft 
der gesamten Innenrinde verwendet (s. 0.) und deshalb z. B. stets einen beträcht- 
lichen Hexosengehalt festgestellt, so verglichen Moose und WANNER (1953a) 
gezapften Siebröhrensaft von Robinia mit dem Blattpreßsaft derselben Pflanze. 
Beide Autoren bestätigen übereinstimmend den Konzentrationsanstieg der Zucker 
vom Blattpreßsaft zum Siebröhrensaft (bei Moose auf etwa das 40fache beim 
Gesamtzucker, das 100fache bei der Saccharose; bei WANNER auf etwa das 10fache 
beim Gesamtzucker und das 20fache bei der Saccharose). WANNER fand im 
Gegensatz zu Moose keine Hexosen im Siebröhrensaft; im BlattpreBsaft waren 
sie zwar in ansehnlicher Menge enthalten, doch erreichte auch hier ihre Gesamt- 
konzentration nicht ganz die Menge der Saccharose (Moose hatte ein Überwiegen 
der Hexosen im Blatt festgestellt). 

Unsere Kohlenhydratanalysen an Robinia stimmten sowohl qualitativ 
als auch quantitativ mit den Angaben von WANNER überein, so daß 
wir nicht näher darauf einzugehen brauchen. 

b) Stickstoffverbindungen. Ein qualitativer Vergleich der Amino- 
säurenzusammensetzung der Blattpreßsäfte mit der der Siebröhrensäfte 
ließ erkennen, daß alle bei den Eichen (Qu. borealis, Qu. robur, Qu. 
petraea), bei Acer platanoides und Robinia pseudoacacia im Herbstsaft 
gefundenen Aminosäuren im Blattpreßsaft enthalten sind, und zwar 
auch schon vor der Eiweißmobilisierung. Zu dieser Zeit muß also bei 
den Eichen und dem Spitzahorn vor dem Eintritt der Aminosäuren 
ein Umbau in die wandernden Verbindungen (Glutaminsäure, Asparagin- 
säure, z. T. Alanin, s. 0.) erfolgen oder irgendein Filtermechanismus 
die spezifische Durchlässigkeit bewirken. Aber auch bei den Robinien, 
wo alle in größerer Menge hervortretenden Blattaminosäuren auch im 
Sommer im Siebröhrensaft nachweisbar sind, wird der Anteil der ein- 
zelnen Komponenten am Gesamtaminosäurengehalt wesentlich ver- 
schoben; vor allem ist auch hier das starke Hervortreten der Glutamin- 
und Asparaginsäure im Siebröhrensaft bemerkenswert, während im Blatt- 
preßsaft vor allem Alanin, Valin und Leucin mengenmäßig überwiegen. 

Auch die bei der herbstlichen Eiweißmobilisierung anfallenden 
Aminosäuren erfahren vor oder bei ihrem Eintritt in die Leitbahnen 


wesentliche Veränderungen; so ist z.B. Prolin im Blattpreßsaft der 
Robinie zu dieser Zeit zwar vorhanden, doch keineswegs in einer derart 
hohen Konzentration wie im Siebröhrensaft, und andererseits ist bei 
allen untersuchten Bäumen (Eichen, Ahorn und Robinie) der Anteil 
des Alanins an der Gesamtkonzentration im Blattpreßsaft wesentlich 
höher als im Siebröhrensaft. 
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Der Vergleich des Gesamtgehaltes an Ninhydrin-positiven Sub- 
stanzen!, von Blattpreßsaft und Siebröhrensaft ergab sowohl fiir Robinia 
als auch für Fraxinus ameri- 








cana in der Sommerszeit Tabelle 12 

eine weitgehende Uberein- | Robinia | Fraxinus 

stimmung (s. Tabelle 12). | “Sates | res 
Im Herbst dagegen ver- 

schieben sich die Konzen-  BlattpreBsaft . | 3,2 mg/ml | 3,4 mg/ml 

trationsverhältnisse ganz Siebröhrensaft . | 3,05 mg/ml | 3,52 mg/ml 


beträchtlich (Tabelle 13). 

Hier steigt also die Konzentration der Ninhydrin-positiven Substan- 
zen vom Blatt zu den Siebröhren auf das 2,5-(Fraxinus) und 4fache 
(Robinia). In anderen Fällen lagen die Konzentrationsdifferenzen 
noch höher (bei Robinia bis 10fach). 








Tabelle 13 
| Robinia | Fraxinus 
pseudoacacia | americana 
| (8. 10. 54) | (5. 10. 54) 
Blattpreßsaft grüner Blätter*. . . . . . . | 3,35 mg/ml 3,38 mg/ml 
SIOHICHEGHBRED: : + oss + ee ele Bem | 13,52 mg/ml 8,48 mg/ml 


* Die Menge der Ninhydrin-positiven Substanzen nimmt während der Ver- 
gilbung in den Blattern zunächst zu, um dann bis zum Blattfall immer geringer 
zu werden. 


Als wichtigstes Ergebnis des Vergleiches der Stickstoffverbindungen 
und ihrer Konzentrationen im BlattpreB- und Siebréhrensaft ist zweifel- 
los die Feststellung zu betrachten, daB auch hier — wie beim Zucker — 
der Ubergang in die Leitbahnen nicht einfach einem Konzentrations- 
gefälle folgt, sondern die einzelnen Substanzen z.T. umgebaut und 
— zumindest zeitweise, sehr wahrscheinlich aber stets — aktiv in die 
Leitbahnen abgeschieden werden. 

c) Die Phosphatfraktionen. Eine Gegeniiberstellung der einzelnen 
Phosphatfraktionen im BlattpreBsaft und im gleichzeitig (in Höhe des 
Kronenansatzes) gewonnenen Siebröhrensaft desselben Baumes ergab 
im Sommer (11.9.54) bei Robinia folgende Werte (Tabelle 14). 

Die Fraktion des leichthydrolysierbaren Phosphats, die dem Sieb- 
röhrensaft völlig fehlt (s. o.), ist im Blattpreßsaft demnach in recht 
ansehnlicher Menge vertreten. Wichtig scheint, daß die Gesamtmenge 
des Phosphats im Blattpreßsaft und Siebröhrensaft größenordnungs- 
mäßig übereinstimmt, wobei die Menge des 7 min-Phosphates des Preß- 
saftes durch den Mehrgehalt des Siebröhrensaftes an anorg. Phosphat 
etwa kompensiert wird. 

1 Bei Angabe von Absolutwerten wurden die Absorptionswerte auf Leucin 
umgerechnet. 

Planta. Bd. 47 32b 
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Tabelle 14 
An- | N 
7 min- G t- 
(ee | Phospha tes 
| 
| 
Baum I: | | 
BlattpreBsaft . | 640 y/ml | 130 y/ml | 890 y/ml 
Siebréhrensaft . | 760 y/ml = 855 y/ml 
Baum II: | | 
BlattpreBsaft . | 605 y/ml | 130 y/ml | 840 y/ml 
Siebrôhrensaft . | 785 y/ml | — | 870 y/ml 
y/m 
100 - Blattoreßsaft Siebrohrensatt 
7200 - = 
7000- 
800 - ia 
600 - 
400- 
200 
” 7 2 3 4 1 2 


Abb. 5. Konzentrationen des anorg. Phosphats (unschraf- 
fiert), des 7 min Phosphats (senkrecht schraffiert) und des 
schwerhydrolysierbaren Phosphats (waagrecht schraffiert) 
im Blattpreßsaft und Siebröhrensaft von Robinia pseudo- 
acacia. Blattpreßsaft: 1 = aus unverfärbten Blättern; 
2 = aus Blättern, deren Interkostalfelder gelb verfärbt 
waren; 3 = aus bis auf die Hauptnerven gelb verfärbten 
Blättern; 4 = aus völlig verfärbten, aber noch voll tur- 
geszenten Blättern. Siebröhrensaft: 1 = vom 12. 9. 54; 
2 = vom 17. 10. 54 


zureichern. 


Im Herbst ändert sich auch hier das Bild wesentlich (Abb. 5): 
Während die Phosphatmengen im Blatt bekanntlich bei der Vergilbung 
stetig abnehmen (vgl. SEYBOLD, MEHNER u. BÜHLER 1950, Fries 


1952), steigt die Kon- 
zentration im Sieb- 
röhrensaft stark an. 

Auch die Phosphor- 
verbindungen werden 
demnach wie die des 
Stickstoffs im Herbst 
gegen ein Konzentra- 
tionsgefälle vom Blatt n 
die Leitbahnen bewegt, 
so daß auch für diese 
Substanzen ein aktiver 
Sekretionsmechanismus 
gefordert werden muß 
(s. u.). 

d) Der py-Wert. Im 
Gegensatz zu den px- 
Werten der Siebröhren- 
säfte, die immer im 
alkalischen Bereich lie- 
gen (s.o.), sind die 
Blattpreßsäfte stets 
+ sauer. Bei Robinia 
schwankte z. B. der py- 
Wert zwischen 5,4 und 
5,9 und lag im Mittel 
von 10 Bestimmungen 
bei 5,6. Auf die Bedeu- 
tung dieses Gradienten 
werden wir noch zu 
sprechen kommen. 


2. Die Beziehungen zum Honigtau 


Seit den Untersuchungen von BüsGEN (1891), ARNHART (1926), Gernrrz (1930) 
und RAWITSCHER (1933) weiß man mit Sicherheit, daß der seit alters her bekannte 
„Honigtau‘‘ von pflanzensaugenden Insekten abgeschieden wird und daß die 
reichlich diese zuckerhaltigen Exkrete absondernden Tiere speziell die Siebröhren 
anstechen. Bereits BÜsGEN (l.c.) hat auch die ,,Verschwendung‘ der Kohlen- 
hydrate mit dem Bedürfnis der Tiere erklärt, die in ihrer Nahrungsquelle im Ver- 
hältnis zu den Zuckern stark zurücktretenden Stickstoffsubstanzen relativ an- 
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Es schien nun von Interesse, einmal zu priifen, ob der Anteil der Stickstoff- 
verbindungen im Honigtau tatsächlich wesentlich geringer ist als im Siebröhrensaft, 
aus dem er entsteht, ob also der Honigtauerzeuger wirklich in der Lage ist, die 
entsprechenden Verbindungen selektiv aus der ausgesaugten Lösung heraus- 
zuresorbieren. Setzt man die Menge der Ninhydrin-positiven Substanzen im 
Siebröhrensaft von Hedera helix und im Honigtau, der von einer auf dieser 
Pflanze saugenden Schildlaus (Coccide) erzeugt wird, in Beziehung zu den (nach 
vollständiger Hydrolyse erhaltenen) Mengen reduzierender Zucker der beiden 
Säfte, so erhält man folgende Werte: 

Auf 1g Zucker trafen im 

Siebröhrensaft Honigtau 

23,8 mg 0,17 mg 
Ninhydrin-positive Substanzen (auf Leucin umgerechnet). Das Verhältnis dieser 
Verbindungen beträgt demnach — auf gleiche Zuckermengen bezogen — im 
Siebröhrensaft gegen den Honigtau 140:1, oder, anders ausgedrückt, das Insekt 
reichert bei der Resorption diese Stoffe auf über 100fache Konzentration an. 


3. Die Beziehungen zum Nektar 


In den letzten Jahren wurde durch eine Reihe von anatomischen 
und physiologischen Untersuchungen, vor allem im Institute FREY- 
Wyss Lines, sichergestellt, daß es sich beim Nektar um ausgeschiedenen 
Siebröhrensaft handelt (FREY-WyssLinG u. AGTHE 1950, AGTHE 1951, 
Frei 1952, ZIMMERMANN 1953). Eine genauere Analyse der Zucker- 
komponenten des Nektars (ZIMMERMANN) und der Physiologie der 
Sekretion (FREY-WYSSLING, ZIMMERMANN u. MAURIZIO 1954) zeigte 
weiter, daß die Saccharose des Siebröhrensaftes bei der Nektarbildung 
charakteristische Veränderungen erleidet und daß die Nektarien durch- 
aus aktiv an der Sekretion beteiligt sind. Wir werden auf diese Befunde 
unten noch ausführlicher einzugehen haben. Hier soll nun über ver- 
gleichende Analysen von Nektar und Siebröhrensaft derselben Pflanzen, 
vor allem hinsichtlich des Gehaltes an organischen Stickstoffverbin- 
dungen und des Anteils der verschiedenen Phosphatfraktionen, berichtet 
werden. 

Grundsätzlich ist dazu zu bemerken, daß die Angabe absoluter 
Konzentrationen der einzelnen Stoffe wie auch des Gesamttrocken- 
gewichts im unveränderten Nektar exakt kaum möglich ist; je nach der 
Ergiebigkeit der Sekretion ist die Zeit bis zum Austritt gewinnbarer 
und analysierbarer Nektarmengen und damit die Zeitdauer der Ver- 
dunstung des Nektarwassers verschieden lang, je nach der Luft- 
feuchtigkeit und der Temperatur auch die Intensität der Verdunstung 
verschieden stark. 

Immerhin haben die zahlreichen Gesamtzucker-Analysen der ver- 
schiedenen Nektarsorten (BEUTLER 1930, EwERT 1940 u.a.), die mit 
Sicherheit aus phloémversorgten Nektarien stammten, stets sehr hohe 
Zuckergehalte ergeben, die meist, wahrscheinlich aus dem eben er- 
wähnten Grund, die entsprechenden Konzentrationen in den Siebröhren- 
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säften derselben Pflanzen übertreffen. Man kann aber wohl annehmen, 
daß die Gesamtzucker-Konzentration des Siebröhrensaftes bei der 
Nektarbildung nicht wesentlich verändert wird. 

Wie steht es nun aber mit dem Verhältnis der Stickstoff- und Phos- 
phorverbindungen zu dieser Zuckerkonzentration ? Finden sie sich im 
Nektar in denselben Mengenanteilen wie in den Siebröhren wieder 
oder werden diese bei der Sekretion verschoben ? 

Wir verglichen zunächst die Mengen der mit der Ninhydrinreaktion 
faßbaren Substanzen im Siebröhrensaft und Nektar. Bei Robinia war 
leider zur Blütezeit (1. Junihälfte) noch kein Siebröhrensaft zu ge- 
winnen; da aber die Konzentration der Stickstoffverbindungen während 
des ganzen Sommers ziemlich konstant bleibt (s. o.), ist auch mit 

ähnlichen Anteilen während der 

Tabelle 15. Robinia pseudoacacia Blütezeit zu rechnen. Während 

Sieb- | Nektar wir somit etwa 5 mg Stickstoff- 

N Rood substanzen/ml (auf Leucin um- 

Zuckergebalt . . 20% 30% gerechnet) oder im Durchschnitt 

Anorg. Phosphat | 720 y/ml | 60y/ml (bei20% Saccharosegehalt) 25mg 

7 min - Phosphat en 12y/ml je 1gZuckerannehmen können — 
Gesamtphosphat | 820 y/ml : 74 y/ml ‘a 

Gesamtphosphat nur Größenordnungen brauchen 

jegZucker. . | 4,1 mg 0,2 mg uns hier zu interessieren —, 

finden sich im Nektar im Durch- 

schnitt nur etwa 5y je 1 g Zucker, also nur etwa 1/599, der Konzen- 

tration im Siebröhrensaft. 

Ganz ähnliche Mengen (etwa 1 y/ml) wurden auch im Nektar von 
Abutilon striatum und Hoya carnosa (der in relativ groBen Mengen 
gewonnen werden kann) festgestellt. 

Bemerkenswert ist der Befund, daB bei Hoya der Anteil der Ninhydrin-positiven 
Substanzen im Nektar bei älteren Bliiten, die schon eine leichte Bräunung der 
Coronablatter zeigen und in der letzten Sekretionsphase stehen, beträchtlich zu- 
nimmt, und zwar bis 33 y/ml, also auf über das 30fache der Normalkonzentra- 
tion. Ganz offenbar vermindert sich mit dem Altern des Plasmas seine spezifische 
Filtrierfähigkeit. t 

Normalerweise werden aber die organischen Stickstoffsubstanzen 
nach unseren Befunden bei der Nektarsekretion fast quantitativ zurück- 
gehalten. 

Stellt man die Durchschnittswerte der Phosphatmengen im Sieb- 
röhrensaft von Robinia den entsprechenden Zahlen für den Nektar 
gegeniiber (Tabelle 15), so zeigt sich, daB auch hier eine erhebliche Kon- 








zentrationsverminderung bei der Nektarbildung eintritt, die — auf 
gleiche Zuckermengen bezogen — fiir das Gesamtphosphat bis unter 
1/59 geht. 


Beträgt demnach im Siebrôhrensaft von Robinia die Molarität des 
Gesamtphosphates etwa 4/19) bis 1,59 (Saccharosemolarität etwa 1/,), 


’ 
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so erniedrigt sie sich im Nektar auf ca. 1/,,, (Zuckermolarität > 1). 
Hinzuweisen ist auf das Vorkommen geringer Mengen von leicht- 
hydrolysierbarem Phosphat im Nektar; es konnte auch bei Abutilon- 
(um 20y/ml) und Hoya-Nektar (um 10y/ml) nachgewiesen werden. 
Dagegen ist nicht sichergestellt und auch unwahrscheinlich, daß der Nek- 
tar nachweisbare Mengen schwerhydrolysierbaren Phosphates enthält. 

Während der Siebröhrensaft mit den bisher behandelten Säften 
(Blattpreßsaft, Honigtau, Nektar) unmittelbar in Verbindung gebracht 
werden kann, hat er zu den im folgenden behandelten Säften (Blutungs- 
saft, Gefäßsaft) nur indirekte Beziehungen. Ihr Gehalt an Kohlen- 
hydraten und Phosphatverbindungen wurde jedoch ebenfalls untersucht, 
um die Vorstellung von den Konzentrationsbeziehungen dieser Stoffe 
in möglichst vielen Teilen der Pflanze zu 


vervollständigen. Tabelle 16. Gefäßsaft von Dios- 


corea batatas (30. 8. 55) 


4. Der Gefäßsaft Höhe über dem | Phosphat- 


Boden gehalt 

Unter ,,GefaBsaft‘‘ wollen wir hier den 
Inhalt der wasserleitenden Gefäße auBer- 0,4—1 Meter. | 59,4 y/ml 
halb der Zeit der Frühjahrsblutung ver- UE Ds: | gi Vol 
stehen. Er unterscheidet sich stofflich 314,1 Meter. | 60,6 y/ml 
vom Frühjahrsblutungssaft vor allem durch 
das vüllige Fehlen der Kohlenhydrate und meist auch der Aminosäuren ; 
weder der abgepreBte GefäBinhalt von Robinia und Dioscorea (s. u.) noch 
der vom Wurzeldruck bei Sanchezia und M yriocarpa gelieferte Saft ent- 
halten auch nur Spuren dieser beiden Stoffgruppen. Auch organische 
Phosphorverbindungen fehlen den erwähnten Säften völlig. 

Der Gehalt an anorganischem Phosphat betrug im Blutungssaft 
von Myriocarpa (im Mittel von 6 Bestimmungen) 127 y/ml (das ent- 
spricht einer etwa 1/,,, molaren Lösung), bei Sanchezia (Mittel von 
6 Bestimmungen) 95 y/ml (1/60 molare Lösung); die Konzentrations- 
differenzen der verschiedenen Proben waren dabei sehr gering (+ 2,5%). 

Die Konzentration des anorganischen Phosphats im Gefäßsaft von 
Dioscorea batatas schwankte zwischen 45 y/ml und 135 y/ml, mit einem 
Mittel (aus 20 Bestimmungen) von 65 y/ml. 

Zur Feststellung eines evtl. Konzentrationsgradienten wurden die 
Gefäßinhalte verschiedener Sproßhöhen miteinander verglichen; eine 
Bestimmung gibt Tabelle 16 wieder. 

Bei den 12 geprüften Sprossen konnte kein einheitlicher Gradient 
der Phosphatkonzentration im Gefäßsaft festgestellt werden; meist 
waren die Mengen in den verschiedenen Höhen etwa gleich groß (vgl. 
Tabelle). 

Leider war aus keinem dieser Objekte, deren Gefäßinhalt verhältnis- 
mäßig leicht gewonnen und analysiert werden kann, Siebröhrensaft 
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durch Zapfung zu gewinnen, so daß ein unmittelbarer Vergleich der 
Phosphatkonzentrationen in den Siebröhren und Gefäßen nicht mög- 
lich war. 

Es sollte deshalb die Phosphatkonzentration im Gefäßsaft von 
Robinia, dem Hauptobjekt unserer Siebröhrensaftuntersuchungen, ge- 
prüft werden. 

Zur Gewinnung des Gefäßinhaltes wurden von 3jährigen Robinien astfreie 
Stammstücke von 3cm Länge und 1,5—2,5 cm Durchmesser! entrindet, sofort 
mit einer Gummimanschette überzogen, möglichst schnell gewogen, in die Öffnung 
einer Saugflasche eingebracht, mittels einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und 
schließlich zurückgewogen; die Gewichtsdifferenz gibt das Gesamtgewicht der 
abgesaugten Substanzen wieder. Die Saugflasche wurde dann bei 105°C zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen, quantitativ mit aqua dest. ausgespült 
und nach Trocknung zurückgewogen. Die Differenz dieser beiden Wägungen 
gab die Gesamtmenge der abgesaugten Salze. Die Menge des abgesaugten Wassers 
ließ sich nun durch die Differenz zwischen den Gesamtgewichtsverlust der Stamm- 
stücke bei der Saugung und dem Gewicht der Salze berechnen. Schließlich wurde 
die Phosphatmenge in der aus der Saugflasche gespülten Salzlösung bestimmt. 

Die Konzentration des anorg. Phosphats im Gefäßsaft von Robinia 
pseudoacacia betrug (im Mittel von 30 Bestimmungen) 114 y/ml 
(niederster Wert 70 y/ml, höchster 152 y/ml), das entspricht einer etwa 
1/s99 molaren Lösung. 

Gesetzmäßige Unterschiede der Konzentration in verschiedenen 
Stammhöhen ließen sich bei diesem Objekt ebenfalls nicht feststellen ; 
ein Gradient scheint demnach auch hier nicht ausgeprägt zu sein. © 

Zunächst war versucht worden, den Gefäßinhalt durch Ausspülen 
mit einem Überschuß von aqua dest. zu gewinnen; die getestete Phos- 
phatmenge sollte dann zu der durch die Bestimmung des Gefäßvolumens 
ermittelten Wassermenge der Gefäße in Beziehung gesetzt werden. 
Wir bekamen aber auf diese Weise Salzmengen, die weit höher lagen, 
als sie die Menge des Gefäßsaftes überhaupt lösen konnte, und erst recht 
höher als alle bekannten Angaben über die Gefäßwasserkonzentration 
(vgl. ANDERSSEN 1929). 

So erhielten wir beim Durchspülen ähnlicher Stammzylinder, die 
bei der Bestimmung durch Absaugen etwa 110y/ml Phosphat im 
Gefäßsaft enthielten (s. o.), mit 200 ml aqua dest. Phosphatmengen von 
etwa 1000 y/ml der leitenden Gefäße, also etwa die 10fache Konzen- 
tration. Auch die Gesamtmenge des Salzes erhöht sich beim Durch- 
spülen mit 200 ml Wasser auf etwa das 4fache gegenüber den Werten 
des Saugverfahrens. Erhebliche Salzmengen erhielten wir auch, wenn 
wir nach dem Absaugen des Gefäßsaftes die leeren Gefäße mit aqua 
dest. nachspülten; bei Durchspülen mit 100 ml aqua dest. bei den von 


1 Bei Robinia sind nur die Gefäße des jüngsten Jahrringes an der Wasser- 


leitung beteiligt, was sich nach Durchsaugen einer Farbstofflésung durch die 
Stammzylinder leicht feststellen läßt. 
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uns verwendeten Stammzylindern im Mittel von 10 Werten 800 y/ml 
(niederster Wert 650 y, héchster Wert 1000 y). Diese Befunde kénnen 
wohl nur mit der Annahme erklärt werden, daB sich ganz erhebliche 
Salzmengen in adsorptiver Bindung mit der Gefäßwand befinden und 
beim Durchspülen der GefäBe allmählich abgelést werden. 

Gestützt wird diese Ansicht durch den von uns bei dem später 
zu schildernden histochemischen Phosphatasenachweis erhobenen Be- 
fund, daB die vor Durchfiihrung der Reaktion zu entfernenden Phos- 
phate am hartnäckigsten an den Gefäßmembranen zu haften pflegen, 
die zugesetzten Schwermetallionen binden und deshalb nach der H,S- 
Zugabe bei nicht genügender Auswaschung der Schnitte eine Schwärzung 
erfahren. Diese an den 
Gefäßwandungen ad- Tabelle 17. Dioscorea batatas (17. 6. 55), Phosphat- 








sorbierten Salzmengen mengen im Durchlauf 
stehen nun zweifellos in Sprosse mit dest. 
r et Wasser vor- Sprosse normal 
einem Adsorptions-Elu- L behandelt 
tionsgleichgewicht mit Sproß A | Sproß B|Sproß A | Sproß B 





den im Transpirations- 
strom vorbeigeführten Unten 1 Meter} 19y 12, |44y | 37y 











: mm ae 28y | 12y 56y | 32y 
Stoffen: Bei Riickgang porquiu 327 |28¢ |62y | 34 y 
der Konzentration eines Oben 1 ,, 37y |17y |53y | 42y 
Ions in der strömenden Mittel. . . . | 26,5y| 17,25 y | 53,75 y | 38,25y 


Lösung (etwa infolge 

mangelnden Nachschubs aus dem Boden) wird entsprechend mehr in 
Lösung gehen und bei Zunahme der Konzentration im Strom werden 
größere Mengen an der Membran adsorbiert werden. Auf diese Weise 
kann eine gewisse Konzentrationshöhe (innerhalb bestimmter Grenzen) 
aufrechterhalten werden, wobei die @efäßmembranen als eine Art 
„Salzkonzentrations-Puffer‘‘ betrachtet werden können. 

Wir haben diese Annahme durch einen weiteren Versuch gestützt: 
2 Dioscorea-Sprosse wurden an ihrem unteren Ende unter aqua dest. 
abgeschnitten und zogen 48 Stunden (bei sonnigem Wetter) im Gewächs- 
haus destilliertes Wasser durch ihre Gefäße. 

Vergleicht man nun die Menge des durch Ausspülen von je 1 Meter 
langen Sproßstücken mit 200.1 aqua dest. (nach Ausblasen der ur- 
sprünglichen Gefäßfüllung) erhältlichen Phosphats der so behandelten 
Pflanzen mit den Zahlen für Sprosse, die bis zuletzt mit den Wurzeln 
und damit mit der Bodenlösung in Verbindung gestanden, im Versuch 
aber gleich behandelt worden waren, so erhält man folgende Werte 
(Tabelle 17). 

Die mit aqua dest. versorgten Sprosse enthalten demnach erheblich 
weniger auswaschbares Phosphat an den Membranen, was nach unserer 
Hypothese zu erwarten war. 
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Zweifellos sind die Austauschvorgänge zwischen GefäBwasser und 
GefäBwandung sehr komplex und bedürfen zu ihrer Klärung ein- 
gehender Untersuchungen!. 

Ein Vergleich der Phosphatkonzentrationen in den GefäBsäften der 
von uns untersuchten Pflanzen zeigt einerseits charakteristische Unter- 
schiede — hervorzuheben ist vor allem die Verringerung der Konzen- 
tration bei der mit hohen Transspirationsstrom-Geschwindigkeiten aus- 
gestatteten Liane (vgl. PETRITSCHEK 1953) —, andererseits aber doch 
auch eine bemerkenswerte Übereinstimmung in der Größenordnung. 

Führt man sich vor Augen, daß in den Gefäßsäften stets ein Über- 
schuß von Caleiumionen vorhanden ist, die unter diesen Bedingungen sich 
bildenden Calciumphosphate (vor allem wohl CaHPO,) schwer löslich 
sind, der Gefäßsaft aber zweifellos eine echte Lösung und keine Suspen- 
sion darstellt, so wird klar, daß der Gehalt der Gefäßsäfte an Phosphat- 
ionen nicht über den einer gesättigten Lösung von CaHPO, - 2H,0 
hinausgehen kann, meist aber tiefer liegen wird (Ca-UberschuB!). 
Eine solche enthält aber bei 20°C 0,020 g/100 g Lösungsmittel (D’Ans 
u. Lax 1949), d.h. auf PO," umgerechnet 140 y/ml. Unsere Mittel- 
werte (65 y/ml bei Dioscorea, 95 y/ml bei Sanchezia, 114 y/ml bei Robinia 
und 127 y/ml bei Myriocarpa) stimmen mit diesem Wert größen- 
ordnungsmäßig gut überein. Die (wenigen) Fälle, in denen nach unseren 
Analysen dieser Grenzwert von 140 y/ml überschritten wurde (Robinia: 
Höchstwert 157 y/ml), sind ein Hinweis darauf, daß wir es im GefäBsaft 
mit komplizierteren Verhältnissen zu tun haben, als sie bei einer Einsalz- 
lösung in aqua dest. vorliegen. So bewegt sich ja auch z. B. der px-Wert 
des Gefäßsaftes im leicht saueren Bereich, in unseren Untersuchungen 
zwischen 5,5 und 6,5. Immerhin dürfte aber außer Frage stehen, daß 
der Überschuß des Caleium-Ions im Transpirationsstrom gerade für die 
Phosphat-Ionenkonzentration von begrenzendem Einfluß sein kann. 

Auf die in dieser Hinsicht völlig anders liegenden Verhältnisse im 
Assimilatstrom werden wir noch zu sprechen kommen. 


5. Der Frühjahrsblutungssaft 

Analysendaten für die Frühjahrsblutungssäfte der stark blutenden 
Holzgewächse (Betula, Acer, Carpinus, Vitis) liegen zwar reichlich vor 
(Zusammenstellung der älteren Arbeiten bei HEYL 1933; vgl. ferner LöHur 
1953, LUNDEGÄRDH 1955, MOTHES u. ENGELBRECHT 1952, WOLFFGANG u. 
Mortues 1953, REUTER u. WOLFFGANG 1954), doch fehlen die uns in unse- 
rem Zusammenhang vor allem interessierenden Angaben über die Mengen- 
beziehungen der Kohlenhydrate und der Phosphorverbindungen. 


1 Eine Bearbeitung des Absorptions- und Austauschvermögens wichtiger Holz- 
arten für verschiedene Salzlösungen ist derzeit im Forstbotanischen Institut 
München im Gange (W. MERz). 
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Wie die Untersuchungen von Hanes (1940) u.a. ergaben, erfolgt 
die Mobilisierung der pflanzlichen Reservestärke im allgemeinen ja 
nicht durch eine Hydrolyse, sondern durch eine Phosphorolyse, und die 
entstehenden Produkte sind dementsprechend keine Hexosen, sondern 
Hexosephosphate (z.T. wohl auch Saccharose, s.u.). Es war daher 
vor allem zu prüfen, ob der Blutungssaft Zuckerphosphate enthält. 

Bei allen untersuchten Bäumen (s. Tabelle 18) lieB sich weder leicht- 
noch schwerhydrolysierbares Phosphat nachweisen, so daB das Vor- 
handensein von Zuckerphosphaten mit Sicherheit ausgeschlossen werden 
kann. 

Die bei der Stärkephosphorolyse gebildeten Zuckerphosphate miissen 
daher vor dem Ubertritt in den Blutungssaft einer Dephosphorylierung 
unterzogen werden, ganz ahnlich, wie dies in den Geleitzellen der Sieb- 
röhren der Fall ist. Auch hier ist demnach bei der Spaltung zunächst 
ein molares Verhältnis von Hexose: anorg. Phosphat (1:1) zu erwarten. 
Beim Ubertritt dieser Spaltprodukte. von den Speichergeweben in die 
GefäBe durch einfache Diffusion wire ein ähnliches Verhältnis auch im 
Blutungssaft zu erwarten. 

Die tatsächlichen Konzentrationsverhältnisse zeigt die folgende 
Tabelle (18). 

Auch hier stehen.die Phosphatmengen — wie im Siebrôhrensaft — 
nicht in dem angedeuteten Verhältnis zu den Zuckerkonzentrationen, 
sondern sind ganz wesentlich geringer; im giinstigsten Falle (Acer 
saccharum) sind Zucker und Phosphatmenge gegeniiber dem Sieb- 
rohrensaft etwa gleichmaBig auf das 10fache verdünnt (Zuckerkonzen- 
tration von !/, molar auf !/,, molar und Phosphat von etwa Y/,,, auf 
1/3599 molar), vielfach aber ist der Phosphatgehalt noch wesentlich 
stärker vermindert als die Kohlenhydratkonzentration. 


Tabelle 18. Chemische Zusammensetzung von Frühjahrsblutungssäften,; 1955 

















. |Trocken-| Saccha- | Red. | Anorg. 
Wirt gewicht rose Zucker | Phosphat 
% mol mol | mol 
| | | 

Betula pendula (18.4.)...... 5,6 | 0,85 | 1}; 1/20 | ‘/6000 
Betula pubesc. (18. 4.) . . . . . . 5,2 | 09 | "Ts ‘19 | "ao 
Carpinus betulus (20.4) . . . . . 5,3 | 0,6 | "Vie 1/33 | 1/2000 
Alnus glutin (18.4) . . . . . . . 54 | 0,25 | — a a lemme 
Juglans regia (19.4)... . . .. 5,3 | 0,6 Vase 380 | ‘/6200 
Fagus sylv. (20.4.)........ 5,5 | 0,6 > ee 1/299 1/6350 
Acer tat. (20.4). . . . . . . . . 5,5 | 1.45 = Vang 1/5800 
Acer camp. (20. 4.). ....... 6,0 1,2 1/24 "soo | ‘/1280 
Acer eireinatum (20. 4.). . . . . . | 5,5 Ban hte Veco | "mes 
Acer plat. (20.4.) ........ 6,0 | 1,25 | 1/4 1/30 | ‘/8000 
Acer pseudo.-plat. (20. 4.). . . . . DS cb di de YUgso | e700 
Acer sacch. (20. 4.). . . . . . . . 5,8 | 1,45 | "Jes | “sso | ‘/3000 





(Jeweils Mittel aus 5 Bestimmungen). 
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Bemerkenswert ist die Sonderstellung der Ahorne beziiglich der 
Zuckerarten: sie enthalten viel Saccharose und wenig Hexosen, während 
die übrigen zuckerreichen Blutungssäfte meist wesentlich mehr Monosen 
besitzen. Auffallend ist der geringe Trockengewichts- und Gesamt- 
zuckergehalt der Erle. Inwieweit das Uberwiegen des Rohrzuckers im 
Blutungssaft der Ahorne sich in Beziehung bringen läBt zu dem Hervor- 
treten des Allantoins bzw. der Allantoinsäure in der Fraktion der 
organischen Stickstoffverbindungen (MOTHES u. ENGELBRECHT, REUTER 
u. WOLFFGANG, I. c.), ist noch unklar. 

Eine größenordnungsmäßig mit der Zucker- und Phosphatabnahme 
übereinstimmende Konzentrationsverringerung im Stammblutungssaft 
(der Wurzelblutungssaft ist wesentlich stickstoffreicher; MoTHES u. 
ENGELBRECHT, |. c.) gegenüber dem Siebröhrensaft zeigen übrigens auch 
die Stickstoffmengen: Während sie sich bei Acer im allgemeinen zwischen 
etwa 10 und 30 y/ml (MoTHEs u. ENGELBRECHT, |. c.) und bei Carpinus, 
Betula, Alnus und Corylus (allerdings mit erheblichen Abweichungen) 
zwischen 50 und 150 y/ml (Reuter u. WOLFFGANG, 1.c.) bewegen, 
erreichen sie in den Siebröhrensäften Konzentrationen von 500 bis 
1000 y/ml, also das 10- bis 20- (bis 100)fache. Allerdings sind die Schwan- 
kungen im Stickstoffgehalt der Blutungssäfte viel größer als im Kohlen- 
hydratgehalt. 

Zieht man aber in Betracht, daß die Strömungsgeschwindigkeit des 
Blutungssaftes in der Größenordnung des Transpirationsstromes liegen 
dürfte und damit die Schnelligkeit der Assimilatwanderung um etwa 
das 10fache übertrifft, so wird klar, daß die Frühjahrsblutung in ihrer 
Transportkapazität für organische Substanzen kaum hinter dem 
Assimilatstrom zurücksteht, zumal die leitende Querschnittsfläche im 
blutenden Holze die der Siebröhren übertreffen dürfte. Parasiten, 
die sich auf die Ausnutzung der Frühjahrsblutungssäfte ihrer Wirte 
spezialisiert haben, wie die Lathraea-Arten, können deshalb ebenso wie 
die Phloém-Ausbeuter voll heterotroph werden und ihren gesamten 
Stoffbedarf aus den befallenen Pflanzen decken (ZIEGLER 1955a). 


III. Zur Physiologie der Assimilatieitung und -sekretion 
1. Zum Zuckereintritt in die Siebröhren 
Wir wissen, daß die Saccharose die Wanderform der Kohlenhydrate 
in den Siebröhren darstellt; es erhebt sich nun zunächst die Frage, 
wo und auf welche Weise wird das Disaccharid synthetisiert und wie 
kommt es in die Siebröhren ? 


Prinzipiell sind für die Bildung des Rohrzuckers im Blatt verschiedene Wege 
denkbar und wahrscheinlich auch beschritten; zweifellos entsteht der Zucker 
schon an den Orten der Photosynthese aus deren Primärprodukten (s. u.), doch 
kann er aus Hexosen (nach deren Phosphorylierung) oder Hexosephosphat auch 


’ 
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in den nichtassimilierenden Geweben synthetisiert werden und fällt z. T. bei der 
Stärkehydrolyse an. Ob die fern von den Leitbahnen gebildete Saccharose im 
unveränderten Zustand im Symplasten bis zu den Leitgeweben wandern kann, 
ist derzeit nicht zu entscheiden (s. u.); verschiedentlich werden Hexosephosphate 
als die Wanderform der Zucker im Parenchym in Erwägung gezogen (WANNER 
1953). 

Geht man von dieser letzten Annahme aus, so müßten die Übergangsgewebe 
zwischen dem Parenchym und den Siebröhren, vor allem wohl die Geleitzellen, 
für die Überführung dieser Zuckerphosphate in das Disaccharid verantwortlich 
sein. Die Synthese könnte dabei durch die Rohrzuckerphosphorylase katalysiert 
werden, wie sie von Hassip, DOUDOROFF u. BARKER (1944) aus Pseudomonas 
saccharophila isoliert und zur in vitro-Synthese von Rohrzucker verwendet und 
von TURNER (1953) in höheren Pflanzen (Erbsen) nachgewiesen wurde, und nach 
dem Schema verlaufen: 

Glucose-1-phosphat + Fructose = Rohrzucker + anorg. Phosphat. Die hohe 
Phosphataseaktivität der Geleitzellen könnte in diesem Falle für die Dephosphory- 
lierung des aus den Blattgeweben herangeführten Fructosephosphats herangezogen 
werden. 

Da das Ferment Glucosylgruppen überträgt (das Glucosephosphat zwischen 
C und O und nicht zwischen O und P spaltet; Coun 1949, HEHRE 1951), schien es 
denkbar, daß die Fructose als Acceptor durch andere Hexosen ersetzt werden 
könnte, die Geleitzellen also etwa bei Angebot von Galaktose statt Fructose nicht 
Saccharose, sondern ein Disaccharid aus Glucose und Galaktose, eine Glucosido- 
galaktose, bildeten. 

Wir führten zur Prüfung dieser Frage folgenden Versuch aus: An 
2jährigen Robinien wurde in etwa 1,5 Meter Höhe über dem Boden vor- 
sichtig das Periderm abgeschabt und Würfel (2,5 cm mal 2,5 cm mal 
1 em) von 0,2 molarem Galaktoseagar (2,0% Agar) mittels paraffinierter 
Aluminiumschächtelchen an die Schabestelle angedrückt und mit einer 
Ölpapierbinde befestigt. In verschiedenen Zeiten (2, 4, 6, 12, 24, 32 und 
48 Stunden) nach dem Anbringen wurde bei einem Teil der Bäume 
unter dem unteren Rand, bei einem anderen Teil ebensoweit über dem 
oberen Rand des aufgesetzten Würfels in der üblichen Weise Sieb- 
röhrensaft gezapft und papierchromatographisch untersucht. 


Abb. 6 bringt eines der erhaltenen Chromatogramme. Es zeigt ein- 
deutig das Vorhandensein von Galaktose im unten gezapften Siebröhren- 
saft des gefütterten Baumes, während bei den Zapfungen über dem 
Würfel nur Saccharose zu finden war (der Fremdzucker trat in unseren 
Versuchen frühestens 4 Stunden und bis hôchstens 24 Stunden nach 
dem Fütterungsbeginn im Siebröhrensaft auf); ein Disaccharid der 
erwähnten Art ließ sich nicht nachweisen (allerdings stand eine ent- 
sprechende Testsubstanz nicht zur Verfügung: Lactose wandert lang- 
samer als Saccharose, beide Disaccharide langsamer als die Monosen. 
Außer Galaktose und Saccharose war aber in den verschiedenen Lauf- 
mitteln kein weiterer Flecken festzustellen). Damit ist einerseits erneut 
bewiesen, daß es sich bei dem Zapfsaft tatsächlich um den Inhalt der 
Assimilatleitbahnen handelt, der unter den Bedingungen des Versuchs 
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nur abwarts wanderte, zum anderen aber, daB bei der Robinie Galaktose 
weder als Acceptor fiir einen in den Geleitzellen von einer Transgluco- 
sylase übertragenen Glucosylrest fungieren noch auch bei dem starken 
Angebot unseres Versuches vollständig in die Saccharosesynthese ein- 
bezogen werden kann. Ob die Galaktose wenigstens zum Teil nach ent- 
sprechender Umformung (evtl. über Triosen) zur Rohrzuckersynthese 
verwendet werden kann, ob also Teile der gefiitterten Galaktose in der 
Wandersaccharose enthalten sind, lieBe sich sehr einfach durch Ver- 
fiitterung radioaktiver Galaktose entscheiden; leider stand sie uns bisher 
nicht zur Verfiigung. 


~~ 
- * .s 


eve 


. 3 4 SM 48 


Abb. 6. Eindimensionales Papierchromatogramm der Siebröhrensäfte galaktosegefütterter 
Robinien. 1 = Lactose; 2 = (von unten nach oben) Saccharose, Glucose, Fructose; 3 = 
Siebrôhrensaft der gefütterten Robinie, unter dem Agarwürfel gezapft; 4= Siebröhrensaft 
der gefiitterten Robinie, über dem Agar gezapft; 5 = Galaktose; 6 = Glucose; 7 = 
Fructose. (Zapfung 24 Stunden nach Beginn der Fiitterung; entwickelt mit Anilinphthalat) 


In größerem Umfang werden sicher freie Glucose und Fructose zu 
Rohrzucker synthetisiert werden und als solcher wandern können; dies 
konnte durch Fütterungsversuche bewiesen werden. Setzt man nämlich 
Agarwürfel mit 0,1 mol. Galaktose + 0,1 mol. Glucose, mit 0,1 mol. 
Galaktose + 0,1 mol. Fructose und mit 0,1 mol. Galaktose + 0,1 mol. 
Saccharose in der geschilderten Weise den Robinien auf, so erhält man 
im Siebröhrensaft zu allen Zapfzeiten, die überhaupt Fremdzucker 
erkennen lassen, immer mehr Galaktose als Glucose und Fructose 
(Abb. 7), während die gefütterte Saccharose stets vollständig im Rohr- 
zucker des Siebröhrensaftes aufgeht. Ist die Galaktose selbst nur 
schwach im Siebröhrensaft vertreten, fehlen die äquimolar gebotenen 
beiden anderen Hexosen völlig (Abb. 8). 

Der Befund bekräftigt nicht nur die — von vornherein wahrschein- 
liche — Annahme, daß Glucose und Fructose in größerem Umfang in 
die normale Transportform der Kohlenhydrate umgewandelt werden 
können als Galaktose, sondern macht auch wahrscheinlich, daß die 
beiden freien Monosen nicht die natürlichen Vorläufer der Wander- 
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saccharose in den Robiniensiebréhren darstellen; die nicht allzuhohe 
Konzentration freier Hexosen (0,1 molar) hatte sonst wohl vollstandig 
zu Saccharose verarbeitet werden können. 

Es ist aber nicht unwahrscheinlich, daß die Saccharosesynthese in den Geleit- 
zellen, wenigstens zu einem mehr oder weniger großen Teil, auf einem anderen 
Wege verläuft, der von LELOIR u. CARDINI (1953) angegeben wird. Nach dieser 

Vorstellung reagiert Glucose-l-phosphat zunächst mit 
Uridintriphosphat unter Bildung von Uridindiphosphat- 
glucose, deren Glucose entweder mit Fructosel-phosphat 
in Saccharosephosphat oder (weniger wahrscheinlich) mit 


1 2 3 4 
Abb. 7. Abb. 8. 1 Siebréhrensaft, unter dem Agar gezapft 
1 Saccharose, (oben Saccharose, unten Galaktose); 2 = Siebréhrensaft, 
2 = Galaktose, über dem Agar gezapft (nur Saccharose); 
3 = Fructose 3 = Testgalaktose; 4 = Testfructose 


Abb. 7 und 8. Eindimensionale Papierchromatogramme des Siebröhrensaftes von mit 
Galaktose + Fructose gefiitterten Robinien. (Zapfung jeweils 16 Stunden nach 
Fiitterungsbeginn; entwickelt mit Anilinphthalat) 


freier Fructose in Saccharose iibergeht. In diesem Falle hatte die Geleitzellen- 
phosphatase das Saccharosephosphat zu spalten und die Saccharose in Freiheit 
zu setzen (s. u.). 


Der Ubertritt der gebildeten Saccharose von den Geleitzellen in die 
Siebröhren scheint durch eine aktive Sekretionsleistung und nicht durch 
eine einfache Diffusion bewerkstelligt zu werden; wir werden darauf 
noch zurückkommen. 


2. Der Zuckereintritt in den Frühjahrsblutungssaft 
Wir haben bereits darauf hingewiesen, daB sich auch im Frühjahrs- 
blutungssaft keine Zuckerphosphate finden, obwohl die Stärkemobili- 
sierung wahrscheinlich zunächst, wenigstens zum Teil, zu Hexose- 


Planta. Bd. 47 33 
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phosphaten führen wird. Diese Phosphorsäureester miissen daher vor 
Abscheidung der freien Hexosen gespalten werden (die vor allem bei 
den Ahornen im Blutungssaft überwiegende Saccharose geht wohl zum 
größten Teil als solche aus der Stärkemobilisierung hervor; Bots u. 
NADEAU 1938). Es schien daher angebracht, nach einer ähnlichen 
Phosphataseaktivität einzelner lebender Elemente des Holzes Ausschau 





Abb. 9. Histochemische Lokalisierung der sauren Phosphatase im radialen Langsschnitt 
durch das Holz des Spitzahorns. Aktive Zellen geschwärzt. (Vergr. 90mal) : 


zu halten, wie sie für die Rinde in den Geleitzellen der Siebröhren 
nachgewiesen worden ist. 

Wir verwendeten zu unserer Untersuchung 5jährige Stämmchen des Spitz- 
ahorns (Acer platanoides), die mit dem Mikrotom in Schnitte von etwa 30 u 
Dicke zerlegt wurden. Der histochemische Nachweis der sauren Phosphatase 
erfolgte nach der Vorschrift von GLICK (1949; Einzelheiten s. BAUER 1953). 

Die Reaktion ergab in den äußeren beiden Jahrringen eine hohe 
Aktivität der sauren Phosphatase in einzelnen lebenden und stärke- 
speichernden Holzparenchymzellen, die sich sonst weder in ihrer Form 
noch in ihrem Plasma- und Stärkegehalt von anderen Zellen ihrer Art 
unterschieden (Abb. 9 und 10). Die phosphataseaktiven Zellen bilden 
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dabei ein einigermaBen regelmaBiges Muster, das auf Längs- und Quer- 
schnitten in entsprechender Weise zutage tritt. Die Kontrollen, bei denen 
die Tatigkeit der Phosphatase durch Zusatz von Fluorid zur Substrat- 
lösung (ad 1/,,, molar) gehemmt worden war, zeigen die Reaktion nicht. 

Die fermentaktiven Zellen finden sich bevorzugt in der Nahe der Ge- 
fäße; sie dürften für die oben geforderte Reaktion, also die Dephosphory- 
lierung der bei der Stärkephosphorolyse (beim Ahorn in geringerer 
Menge) entstehenden Hexose- 
phosphate, evtl. auch von 
Saccharosephosphat, und 
wahrscheinlich auch für die 
Abscheidung der Zucker in die 
Gefäße verantwortlich sein. 

[Eine vorläufige Mitteilung 
dieser Ergebnisse findet sich 
bei ZIEGLER (1955b)]. 

Im Stammholz der nicht- 
blutenden Esche (Fraxinus 
excelsior L.), Eiche (Qu.robur) 
und Robinie konnten ähnliche 
phosphataseaktive Elemente 
nicht nachgewiesen werden. 





3. Zur Zuckerabscheidung 
im Nektar 

Da es sich, wie erwähnt, zu- 
mindest bei der Abscheidung 
der Zucker in die Siebröhren (vielleicht auch bei der in die Gefäße) um 
eine aktive Drüsentätigkeit der Geleitzellen (bzw. einzelner Holzparen- 
chymzellen) zu handeln scheint, gewinnen für die Klärung dieser Leistung 
alle Befunde, die über den Sekretionsmechanismus der bekanntesten 
pflanzlichen Zuckerdrüsen, der Nektarien, erhoben werden, besondere 
Bedeutung. Da zudem die Nektarien — im Gegensatz zu den Geleit- 
zellen — von ihrer Umgebung isoliert und ihre Funktionen dann un- 
beeinflußt von Nachbargeweben untersucht werden können, dürfte eine 
eingehendere Analyse ihrer Tätigkeit wichtige Ansatzpunkte für die 
Klärung der Kohlenhydratumsätze in den Geleitzellen des Phloéms 
vermitteln. 

Wie bereits erwähnt, haben die Untersuchungen der letzten Jahre 
einerseits gezeigt, daß die Kohlenhydrate des Nektariums vom Phloém 
geliefert werden und andererseits klargestellt, daß das Nektariengewebe 
aktiv an dem Umbau und der Sekretion der zugeführten Zucker be- 
teiligt ist. 


Abb. 10. Wie Abb. 9. (Vergr. 500mal) 
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Da nun anzunehmen ist, daß die Saccharose bei der Entnahme aus 
den Siebröhren wenigstens zum Teil wieder in phosphorvlierte Ver- 
bindungen übergeführt wird (s. u.), der Nektar aber, wie oben gezeigt 
wurde, nur geringe Mengen 7 min-Phosphat, weit überwiegend aber 
freie Zucker enthält, lag es nahe, auch im Nektarium nach dem Vor- 
handensein einer Phosphatase zu suchen, die eine entsprechende Spaltung 
zu katalysieren vermöchte. 

Der histochemische Nachweis der sauren Phosphatase (nach der 
oben angeführten Methode) an Schnitten durch das Kelchblattnektarium 





Abb. 11. Histochemischer Nachweis der sauren Phosphatase im Kelchblattnektarium 
von Abutilon striatum. Aktive Gewebe geschwärzt. (Vergr. 80mal) 
von Abutilon striatum ergab eine hohe Aktivität in den Leitbündel- 
scheiden, im Drüsengewebe und in der Palisadenepidermis (Abb. 11). 
Das Nektariengewebe ist demnach wie die Geleitzellen der Sieb- 
röhren seiner fermentativen Ausstattung nach durchaus in der Lage. 
die Spaltung der ihm zugeführten Zuckerphosphate durchzuführen. 
Stützt bereits dieser Befund die FrRrey-Wysstinesche Anschauung 
von der physiologischen Aktivität der Nektarien, so wird diese besonders 
deutlich bei einer Prüfung des Sauerstoffverbrauches des Drüsengewebes 
während der Sekretion und einer Untersuchung der Beeinflussung der 
Sekretionsleistung durch spezifische Stoffwechsel-Inhibitoren. 
Als Versuchsobjekt dienten die Kelchblattnektarien von Abutilon striatum; 
die Messung des Sauerstoffverbrauches erfolgte manometrisch. Beim Vergleich 


des Sauerstoffverbrauches von Nektarien mit demjenigen des übrigen Kelchblatt- 
gewebes wurden die Drüsengewebe mit einer Rasierklinge von ihrer Unterlage 


’ 








Untersuchungen iiber die Leitung und Sekretion der Assimilate 483 


abgehoben una jeweils die 5 Nektarienlappen einer Bliite in einen Atmungstrog, 
die Kelchblattlaminae über den Drüsen in ein zweites Gefäß gegeben. Die Tröge 
waren mit einem Filtrierpapierboden ausgelegt, der mit einer Zunge in den Mittel- 
einsatz tauchte, in den je 0,7 ml m/15 Phosphatpuffer vom p,, 6,6 gefüllt worden 
waren. Auf diese Weise wurde eine dauernde gleichmäßige Befeuchtung auch bei 
längerer Versuchsdauer gewährleistet, ohne daß die atmenden Gewebe durch die 
Suspension in einer Flüssigkeit an ihrem Gasaustausch behindert gewesen wären. 
Absorbiert wurde mit 0,3 ml n/1 KOH im Seitenstutzen; die Absorptionsfläche 
wurde durch einen Filtrierpapierstreifen vergrößert. Die Versuchstemperatur be- 
trug 25°C. 

Der Vergleich des Sauerstoffverbrauches von Nektarien- und Kelch- 
blättern wurde für 5 verschiedene Entwicklungsstadien der Blüten 
durchgeführt: pr 

Stadium 1: Knospen von 1,0 cm | 
Länge (ohne Blütenstiel) und 0,5 cm 
(maximaler) Breite. / 

Stadium 2: Knospen von 1,3 cm | 





Länge und 0,7 cm Breite. ee, | 
‘ : - 2 3 4 $ 
tadium 3: Knospen von 1,7 
pr S ‘ ie — Abb. 12. Differenz im stiindlichen Sauer- 
Länge und 0,9 cm Breite. stoffverbrauch von Nektarien- und 
Stadium 4: Bliite voll erblüht Kelchbiattgewebe von A butilon striatum 


k (Erklärung im Text) 
Stadium 5: Kronblätter gewelkt. 


In Stadium 3, 4 und 5 sezernierten die Nektarien. 

Trägt man die Differenz des stündlichen Sauerstoffverbrauches von 
je 10 mg Trockengewicht zwischen Nektarien- und Kelchblattgewebe in 
den verschiedenen Stadien an, so erhält man Werte, die Abb. 12 
wiedergibt. 

Es ist ersichtlich, daB der Sauerstoffverbrauch des Nektariums stets 
über dem der umliegenden Gewebe liegt, die höchsten Werte der 
Differenz aber gerade während der Sekretionszeit erhalten werden. 
Zweifellos ist die Nektarabscheidung demnach ein aktiver ProzeB, der 
durch erhöhte Stoffwechselleistung bestritten werden muß. 

[Eine vorläufige Mitteilung über diese Ergebnisse findet sich bei 
ZIEGLER (1955c)]. 

In Übereinstimmung mit diesen Befunden steht auch das Ergebnis 
der Untersuchungen über die Beeinflussung der Sekretion durch Stoff- 
wechselgifte. 

Dazu wurden — wie in den Atmungsversuchen — mit einer Rasierklinge von 
ihrem Traggewebe abgehobene Nektarienlappen in Glasschälchen mit ihrer Unter- 
seite auf die Oberfläche einer 5%igen Saccharoselösung gebracht, der bei den 
Vergiftungsversuchen entweder Kaliumfluorid (ad !/,, molar) oder 2,4-Dinitro- 
phenol (Na-Salz; ad 1075 molar) zugesetzt worden war. Es wurde dabei so ver- 
fahren, daß jeweils die 5 Nektarienlappen einer Blüte einzeln auf die verschiedenen 


Ansätze verteilt wurden, so daß die Beschickungen weitgehend in ihrem physio- 
logischen Ausgangszustand übereinstimmten. Der sezernierte Nektar wurde mit 
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einer graduierten Glaskapillare aufgenommen, die einen Mengenvergleich erlaubte; 
die qualitative Untersuchung erfolgte papierchromatographisch. 

Während sich auf den Giftlösungen die Zuckerkonzentrationen des 
abgeschiedenen Nektars (nach dem Fleckenvergleich auf den Chromato- 
grammen) nicht erkennbar änderten, wurde die Menge des Sekretes 
von den Giften stark und charakteristisch beeinfluBt (Abb. 13). 

Das Fluorid zeigte dabei sofort eine hemmende Wirkung, die sich 
weiterhin verstärkte und nach etwa 30 Stunden die Sekretion völlig 
lahmlegte; das Dinitrophenol 
dagegen förderte zunächst die 























en Si Sekretion, um dann auch eine 

+ Mi zunehmende Hemmwirkung zu 
me entwickeln. 

ao) a | Gerade die anfängliche Stei- 

Sy gerung der Nektarabscheidung 

x durch das Dinitrophenol läßt an 

g 15 b+ eine enge Verkniipfung des Vor- 

x ganges mit Atmungsprozessen 

+ denken; bekanntlich fördert die 

5 Verbindung in geringen Konzen- 

trationen die Atmung, die sie in 

u te AE ae höheren hemmt. In den isolier- 

Stunden nach Isolierung ten Nektarien erreichte dann das 


Abb. 13. Menge des abgeschiedenen Nektars Dinitrophenol erst nach einiger 
aus dem Kelchblattnektarium von Abutilon s 3 
striatum zu verschiedenen Zeiten nach der Zeit die hemmende Konzen- 


Isolierung. Ausgezogene Begrenzung: Nekta- tration Allerdings ist vorläufig 
rien auf 5%iger Saccharoselésung ; gestrichelt : > ate he ä ‘ 
Nektarien auf 5%iger Saccharoselösung + eine weniger spezifische Wirkung 


2A Dimitrophenol: punktirt: Nektar =f des Giftes auf den Stoffwechsel 

des Driisengewebes nicht streng 
auszuschließen und sind zur Klärung weitere Untersuchungen er- 
forderlich. 

Die Tatsache, daß wohl die Menge, nicht aber die Konzentration 
des Nektars von den Giften beeinflußt wird, läßt schließen, daß Zucker- 
und Wasserabscheidung in ähnlicher Weise und in gleichem Ausmaß 
durch eine aktive Stoffwechselleistung bewerkstelligt werden, das 
Wasser also nicht mehr oder minder passiv durch den abgeschiedenen 
Zucker nachgesogen wird, wie verschiedentlich angenommen (vgl. 
PFEFFER 1897, PANKRATOVA 1950). 

Wie die Untersuchungen von FREY-WYSSLING, ZIMMERMANN U. 
Mavrizio (1954) gezeigt haben, werden Glucose und Fructose bei der 
Fütterung isolierter Nektarien vor ihrer Abscheidung zum Teil in 
Saccharose übergeführt, während Arabinose unverändert sezerniert 
wird. Nun ist zur Knüpfung der Disaccharid-Bindung zwischen freien 


’ 
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Hexosen Energie erforderlich; es stand daher zu erwarten, daB 
bei Zugabe von Glucose und Fructose, die in den Stoffwechsel 
des Nektariums einbezogen werden können, der Sauerstoffverbrauch 
stärker ansteigt als bei ‚Fremdzuckern“, wie Arabinose und 
Galaktose. 

Bei den hier angestellten Experimenten wurde im allgemeinen nach dem oben 
beschriebenen manometrischen Verfahren gearbeitet. Die Objekte kamen aber 
in den Trögen auf einen Filtrierpapierboden, der mit 0,2 ml m/15 Phosphatpuffer 
getränkt, mit dem Mittelstutzen jedoch 
nicht verbunden war. In diesem Mittel- 4 - 
einsatz befanden sich 0,3 ml n/l KOH. 
In die seitlichen Ansatzstutzen kamen 
0,3 ml 1 %ige Zuckerlésung (in m/15 Phos- 
phatpuffer) bzw. in den Kontrollen die- 
selbe Menge Phosphatpuffer. Abgelesen 
wurde in 30 min Abstand; der Zuckre- 
zusatz erfolgte nach einstiindiger Leer- 
atmung. 


Abb. 14 gibt die erhaltenen’ 
Werte wieder. Es ist deutlich, daß 
Galaktose und Arabinose, die im 


Luckerzusatz 











Nektar unverändert abgeschieden ab 
werden, den Sauerstoffverbrauch in a j ; ; 
ungleich geringerem AusmaB steigern 0 / € 3 4 Std. 


E . Abb. 14. Sauerstoffverbrauch der Kelch- 
als Glucose und Fructose, bei denen blattnektarien von Abutilon striatum bei 


der Anstieg zudem sofort einsetzt. Fütterung mit verschiedenen Zuckern; 
. : a: . . 1 = Kontrolle; 2 = Arabinose; 3 = 
Auch hier ist die Ähnlichkeit zu Galaktose; 4 = Glucose; 5 = Fructose 
den Verhältnissen bei der Zucker- 
abscheidung ins Phlo&m offenbar; wir werden darauf noch zu sprechen 
kommen. 


4. Kohlenhydrattransport und Calciumhaushalt 


Wie wir gesehen haben, sind die wichtigsten Schaltstationen des 
Kohlenhydrattransportes (Geleitzellen, Holzparenchymzellen und Nek- 
tarien) stets durch eine hohe Aktivität der Phosphatasen ausgezeichnet. 
Führt man sich nun vor Augen, daß alle Fermente des Phosphorsäure- 
Umsatzes durch Ca**-Ionen spezifisch gehemmt werden (vgl. MCELROY 
u. Nason 1954), so wird man das gehäufte Vorkommen von Calcium- 
oxalatkristallen gerade in der Nachbarschaft dieser Gewebe oder auch 
in ihnen selbst als physiologisch zweckmäßig betrachten müssen. Sowohl 
das Caleium-Ion als auch das die Fermente des Phosphorsäurestoff- 
wechsels ebenfalls hemmende Oxalat-Ion werden auf diese Weise in 
eine fermentchemisch unwirksame Form gebracht. 

Abb. 15 und 16 geben je ein Beispiel für die Häufung der Calcium- 
oxalat-Drusen im Phloém und im Nektarium. 
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Abb. 15. Querschnitt durch den Blattstiel von Myriocarpa cordifolia. Häufung der 
Calciumoxalat-Drusen (schwarze Flecken) im Phloémteil des Leitbiindels. (Vergr. 135mal) 





Abb. 16. Querschnitt durch das Kelchblattnektarium von Abutilon striatum. Schwarze 
Flecken: Calciumoxalat-Drusen. Die Pfeile bezeichnen Ausfällungen von Mg(NH,)PO,, 
die in Ammoniakatmosphäre entstanden sind 


Dieselben enzymatischen Reaktionen, die von den Calcium- (und 
Oxalat-)Ionen gehemmt werden, erfahren von Mg**-Ionen eine spezi- 
fische Förderung; es lag daher nahe, in den phosphataseaktiven Geweben 
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besonders reichlich Mg** zu vermuten. Da die Nektarien sehr reich 
an Phosphat sind (Künx 1954), genügt es zum histochemischen Nachweis 
des Mg-Ions durch Ausfällung als Mg(NH,)PO,, Nektarienschnitte einige 
Minuten in Ammoniakatmosphäre zu bringen. Abb. 16 zeigt, daß das 
Abutilon-Nektarium tatsächlich reich an Magnesium-Ionen ist. Es ist 
aber darauf hinzuweisen, daß für die Förderung der Phosphorylierungs- 
reaktionen nicht so sehr der absolute Mg-Ionengehalt als das Verhältnis 
von Mg-Ionen zu Ca-Ionen ausschlaggebend ist; die Umsetzungen der 
Drüsengewebe können daher auch ohne Mehrgehalt an Mg-Ionen ge- 
fördert sein, wenn nur die Konzentration der Ca-Ionen stärker er- 
niedrigt ist. 


C. Diskussion 


Betrachten wir die Ergebnisse, welche die stoffliche Analyse des 
Assimilatstromes bisher gezeitigt hat, so scheint die wichtigste Er- 
kenntnis zu sein, daß es sich bei den in den spezifischen Leitbahnen 
transportierten organischen Substanzen um relativ wenige Verbin- 
dungen, spezifische Transportstoffe, handelt, deren Konzentration in 
den Siebröhren meist höher liegt als an den Orten der Bildung. Dies gilt 
nicht nur für die Kohlenhydrate, wo sich offenbar sehr weitgehend 
die Saccharose als Transportform durchgesetzt hat, sondern auch für 
die Aminosäuren, unter denen bevorzugt die Glutaminsäure und 
Asparaginsäure in den Siebröhren wandern. 

In welchem Umfang der Rohrzucker, der bei der Photosynthese als 
erster nichtphosphorylierter Zucker entsteht (CALVIN u. BENSON 1949), 
als solcher von den Stätten der Bildung durch die Gewebe des Blattes 
in die Leitbahnen gelangt, ist derzeit nicht zu überblicken (s. o.); 
immerhin scheint festzustehen, daß das Disaccharid im Blatt besonders 
leicht verschiebbar ist und markierte Saccharose schnell in den Leit- 
bahnen erscheint (VERNON u. ARONOFF 1952, KURSANOV, TURKINA u. 
DUBININA 1953, Kursanov 1954, TURKINA 1954). Es ist also denkbar, 
daß die Verbindung im allgemeinen ohne tiefgreifenden Umbau bis 
in die Siebröhren gelangt, wobei allerdings in den Übergangsgeweben 
zu den leitenden Elementen ein Drüsenmechanismus wirksam werden 
muß, der für die beträchtliche  Konzentrationserhôhung verantwort- 
lich ist. 

Für eine derartige Leistung kommen wohl vor allem die Geleitzellen 
in Betracht, deren zell- und stoffwechselphysiologische Sonderstellung 
bereits vielfach Erwähnung fand: Sie speichern bevorzugt Fluorochrome 
(SCHUMACHER 1933) und Sulfosäure-Farbstoffe (COLLANDER u. HOLM- 
sTRÖM 1939), reduzieren besonders stark Triphenyltetrazoliumchlorid 
(BAUER 1953, CURRIER, Esau u. CHEADLE 1955), besitzen, wie bereits 
mehrfach erwähnt, eine besonders hohe Phosphataseaktivität, sind 
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plasmareich und in der Umgebung funktionierender Siebröhren besonders 
groBkernig (vgl. RESCH 1954). 

Es scheint nicht ausgeschlossen, daB der Mechanismus der Zucker- 
akkumulation in die Siebrôhren recht weitgehend mit den Verhältnissen 
in der Darmwand der Säugetiere übereinstimmt. Hier sind phos- 
phorylierende und dephosphorylierende Fermente in bilaminarer Ver- 
teilung nachgewiesen (JOHNSON u. KUGLER 1953); die Aufnahme der 
Hexosen aus dem Darmlumen ist mit einer Phosphorylierung verbunden, 
die entstandenen Zuckerphosphate durchwandern die Darmwand und 
werden vor Eintritt in die Pfortader dephosphoryliert. Auf diese Weise 
werden stets entsprechende Konzentrationsgefälle aufrechterhalten. 
Bei den Geleitzellen könnte man daran denken, daß die freie, von den 
Blattgeweben herangeführte Saccharose bei Eintritt in Saccharose- 
phosphat übergeführt, als solches transportiert und vor Übertritt in 
die Siebröhren durch die Phosphatase gespalten wird. 

Zweifellos können aber auch andere Zucker (vor allem Glucose und 
Fructose) und Zuckerverbindungen (vor allem Zuckerphosphate) nach 
ihrem Umbau in Saccharose aus dem Blatt in die Leitbahnen gelangen; 
die Fähigkeit zur Rohrzuckersynthese aus diesen Bausteinen ist wohl 
den meisten oder allen Blattzellen eigen, doch ist es nicht ausgeschlossen, 
daß auch hier die Geleitzellen eine besondere Aktivität besitzen (s. o.). 

Bei den Aminosäuren, die in ihrer Konzentration in den Siebröhren 
gegen die Saccharose sehr stark zurücktreten, scheinen die Verhältnisse 
der Abscheidung in die Siebröhren prinzipiell ähnlich zu liegen; auch 
hier gehen die bevorzugten Wanderformen Glutaminsäure, Asparagin- 
säure (und Alanin) bereits als mengenmäßig hervortretende Verbin- 
dungen (neben Saccharose) aus den Umsetzungen der Photosynthese- 
Primärprodukte hervor, und zwar vor allem aus der Veratmung der 
Sedoheptulose, einer Heptose, die als eines der ersten Kohlenhydrate 
bei der Assimilation gebildet wird, im Dunkeln (ToLBERT u. ZıLL 1954). 
Aber auch beim Übertritt der Aminosäuren in die Siebröhren ist — zu- 
mindest im Herbst — ein aktiver Mechanismus zu fordern, der den 
teilweisen Umbau des herangeführten Materials und den Konzen- 
trationshub zu den Siebröhren bewirkt. 

Es ist dabei nicht daran zu zweifeln, daß die Abscheidung der ver- 
schiedenen Stoffgruppen und des Wassers (s. u.) in die Leitbahnen 
durch ganz verschiedene Prozesse in den Siebröhrenscheiden bewerk- 
stelligt wird, ganz ähnlich wie der Transport im Parenchym unabhängig 
erfolgt und von ganz verschiedenen enzymatischen Vorgängen gesteuert 
wird (Arısz; Zusammenfassung 1952). 

Dafür spricht auch der Befund, daß sich der Zuckerumsatz der 
Geleitzellen sehr weitgehend mit dem der Nektarien, der auffallendsten 
Zuckerdrüsen der höheren Pflanzen, vergleichen läßt, während das 


y 
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Schicksal der Aminosäuren in beiden Geweben sehr verschieden ist. 
Sowohl Geleitzellen als auch Nektarien sind cytologisch als echte 
Drüsen gekennzeichnet (plasmareich, groBkernig), weisen eine hohe 
Phosphataseaktivität auf und sind zur Saccharosesynthese befähigt: 
die Ableitung des organischen Materials aus dem Blatt und die Nektar- 
sekretion werden durch 2,4-Dinitrophenol in atmungsfördernden Kon- 
zentrationen beschleunigt (Assimilatleitung: VERNON u. ARONOFF Il. c. 
Nektarien: s.o.), in höheren Konzentrationen und durch andere 
Atmungs- (Fluorid in Nektarien: s.o.) und Phosphorylierungsgifte 
(Phlorrhizin bei der Assimilatleitung: BAUER 1953) gehemmt. 

Es ist daher keine Frage, daß auch den funktionierenden Geleit- 
zellen eine besonders intensive Atmung zuzuschreiben ist, wie dies in 
dieser Arbeit für die sezernierenden Nektarien, von Arısz u. Mit- 
arbeitern (1955) auch für die Salzdrüsen von Statice nachgewiesen 
wurde. 

Diese ,,Driisenatmung der Geleitzellen dürfte auch für den ge- 
steigerten Sauerstoffverbrauch des Phloöms bei Zuckerfütterung (Kur- 
SANOV 1952, KURSANOV u. TURKINA 1952a und b, TURKINA u. DUBININA 
1954) verantwortlich sein; die russischen Forscher haben ja stets mit 
isolierten Gesamtleitbündeln (einschließlich der Geleitzellen!) gearbeitet 
und die Übertragung des Stoffwechsels dieses Gewebekomplexes und 
seiner Änderungen auf die Siebröhren, wie sie von KURSANOV und seinen 
Mitarbeitern vorgenommen wird, ist sicher unberechtigt, zumal die 
reifen Siebröhren infolge des Fehlens der wichtigsten Fermente der 
Glykolyse (WANNER 1953b) gar nicht in der Lage sind, eine Atmung 
durchzuführen. 

Wie erwähnt, unterscheiden sich die beiden Prozesse der Sekretion 
von Nektar und von Transportstoffen in die Siebröhren in bezug auf 
die Aminosäuren grundlegend: Während diese in größerem Umfang in 
die Leitbahnen übertreten, werden sie bei der Nektarabscheidung (in 
ähnlicher Weise wie das Phosphat) fast vollständig zurückgehalten. 
Für das Verständnis des Sekretionsmechanismus der Nektarien scheint 
dies von Bedeutung zu sein: Es kann sich nicht einfach um polare 
Unterschiede in der Durchlässigkeit des Plasmas der Drüsenzellen für 
die im Zellinneren gelösten Stoffe handeln (vgl. PFEFFER 1897), die 
durch dieses „Leck“ an der Nektarienaußenseite austräten; wir haben 
es bei der Nektarsekretion vielmehr mit einer ganz spezifischen Zuk- 
ker- (und Wasser-)abscheidung zu tun, deren Mechanismus im ein- 
zelnen noch dunkel ist. Ihre Klärung wird sehr wahrscheinlich auch 
wesentlich zur Vertiefung unserer Kenntnisse über den Eintritt der 
Kohlenhydrate in die Leitbahnen beizutragen vermögen. 

Während demnach der Übertritt der elektroneutralen Kohlenhydrate 
und wohl auch der der Aminosäuren in die Leitbahnen im wesentlichen 
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enzymatisch gesteuert wird, ist beim Eintritt von Ionen und Wasser 
durchaus an eine Beteiligung elektrischer Kräfte zu denken. Es ist 
keine Frage, daß das Plasma der reifen Siebröhren mit ihrem stets 
alkalischen Zellsaft völlig andere Eigenschaften, vor allem auch einen 
anderen Ladungszustand, haben muß als das Plasma der Geleitzellen 
mit den sauren Zellsäften. Zwischen beiden Elementen besteht sicher 
eine erhebliche Potentialdifferenz. 

Wie Norp (1934) für die Utricularia-Blase zeigte, wird der Wasser- 
transport durch die Blasenwandung nach außen, der das durch den 
Schluckakt gefüllte Organ wieder ‚spannt‘, durch elektrische Kräfte 
bewerkstelligt; auch hier ist die Flüssigkeit im Innern der Blase sauer, 
die nach außen sezernierte alkalisch (Potentialdifferenz etwa 40 mV; 
Außenseite negativ). Man kann daher beim Eintritt des Wassers in 
die Siebröhren durchaus ähnliche Kräfte in Betracht ziehen. Eine 
Erniedrigung der Potentialdifferenz in anderen Teilen der Leitbahnen, 
wie sie nach den gemessenen py-Werten nicht unwahrscheinlich ist, 
müßte dann zu einem Wasseraustritt aus den Siebröhren führen, auch 
wenn er nicht durch osmotische Kräfte bewirkt werden könnte. Diese 
Zusammenhänge bedürfen noch der eingehenden Prüfung, doch muß 
die Alkalität des Siebröhrensaftes zweifellos bei der Beurteilung des 
Ferntransportes mehr als bisher gewertet werden. 

Der Transport von Saccharose in den Leitbahnen, der, wie mehrfach 
erwähnt, den Regelfall darstellt, ist für die Pflanze energetisch vorteil- 
hafter als der freier Hexosen: Die Disaccharidbindung hat wie die 
Esterbindung in den Zuckerphosphaten einen gewissen Energiegehalt 
und hebt den Zucker erst auf das energetische Niveau, auf dem sich die 
Stoffwechselumsetzungen abspielen können. Die freien Hexosen sind 
energiearm und physiologisch inaktiv und müssen vor Eintritt in den 
Stoffwechsel erst durch die Knüpfung einer Esterbindung aktiviert 
werden, d.h. eine Energiezufuhr erfahren. Diese erfolgt gewöhnlich aus 
dem allgemeinen Energiespeicher der Zelle, dem Adenosintriphosphat 
(ATP). Da nun aus der Photosynthese, dem energetisch ergiebigsten 
Prozeß der höheren Pflanze, die Kohlenhydrate bereits in energiereicherer 
Form hervorgehen (Zuckerphosphate, Saccharose), wäre es für die 
Pflanze unökonomisch, diese Bindungsenergien durch eine Spaltung der 
Assimilate vor Eintritt in die Leitbahnen in Form von Wärme nutzlos 
in Freiheit zu setzen, um dann an den Entnahmestellen die Hexosen 
durch erneute Energiezufuhr stoffwechselaktiv zu machen; es müßte 
dabei für die Knüpfung einer Esterbindung (Energieinhalt etwa 2 kcal) 
die Spaltungsenergie der ATP (8,9 kcal nach BERTON 1954) aufgewendet 
werden. 

Von großem Interesse wäre die Feststellung, ob es bei phylogenetisch 
älteren Typen (etwa den Gymnospermen) einen Transport freier Monosen 
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gibt; es wäre dies dann zweifellos als primitives Merkmal zu betrachten. 
Da sich — soweit bekannt — bei keiner dieser Pflanzen in der von uns 
geübten Weise der Inhalt der Leitbahnen gewinnen läßt, könnten viel- 
leicht phloémsaugende Insekten dazu herangezogen werden; ent- 
sprechende Versuche sind in Vorbereitung. Denkbar ist aber noch eine 
Weiterentwicklung in der Transportform der Kohlenhydrate: Andere 
Di-, Tri- und Oligosaccharide würden energetisch ebenfalls vorteilhaft 
sein. Bemerkenswerterweise scheint dieser Fall bei den Eschen, die auch 
anatomisch die abgeleitetsten Siebröhren haben ((HUBER 1953, verwirk- 
licht zu sein!. 

Unser Befund, daß die molare Konzentration des Phosphats in den 
Siebröhren nur einen Bruchteil der Molarität der Saccharose ausmacht, 
läßt sich entweder durch die Annahme erklären, daß nur ein Bruchteil 
der Kohlenhydrate als Phosphorsäureester in die Geleitzellen gelangt 
und hier durch die aktive Phosphatase gespalten wird, oder aber — wahr- 
scheinlicher — durch den Umstand, daß das bei der Spaltung der 
Phosphorverbindungen freiwerdende Phosphat nur zum geringen Teil 
in die Siebröhren übertritt, in der Hauptsache aber wieder zu neuen 
Umsetzungen innerhalb der Geleitzellen herangezogen wird. 

Immerhin weist der Siebröhrensaft von allen untersuchten Pflanzen- 
säften die höchste Konzentration des gelösten anorganischen Phosphats 
auf, eine Konzentration, die wenigstens zeitweise auch über derjenigen 
der Blattpreßsäfte liegt. Diese Phosphatanreicherung fügt sich zwanglos 
in die Vorstellung von der Spaltung herangeführter (oder in den Geleit- 
zellen gebildeter) Zuckerphosphate in den Geleitzellen ein. 

Auch diese relativ hohe Konzentration des gelösten Phosphats im 
Siebröhrensaft läßt sich in Beziehung bringen zu der Tatsache, daß 
das Calcium-Ion im Gegensatz zu den meisten anderen anorganischen 
Ionen im Phloém nicht transportiert wird (vgl. oben). (Diese Sonder- 
stellung des Caleiums hat sich besonders eindrucksvoll in den Versuchen 
von Wrersum 1951 mit der Erdnuß (Arachis hypogaea L.) gezeigt, 
die bei der Fruchtentwicklung im Boden durch das Phloém des Gyno- 
phors ernährt wird, das Calcium aber aus dem Boden aufnehmen muß.) 
Höhere Calciumkonzentrationen in den Leitbahnen würden zweifellos 
nicht nur die Phosphorylierungsreaktionen in den ,,Schaltstationen“ 
des Kohlenhydrattransportes spezifisch hemmen, sondern auch eine 
weitgehende Fällung des freien, wanderfähigen (und die Zuckerwande- 
rung in den Siebröhren beeinflussenden ?) Phosphats zur Folge haben. 

1 ZIMMERMANN fand bei der papierchromatographischen Analyse des Sieb- 
röhrensaftes von Fraxinus americana hohe Anteile von Stachyose und anderen 
Oligosacchariden, wie er in einem Brief an Herrn Professor B. HUBER (vom 26. 8. 55) 
mitteilte. Da die Arbeiten von ZIMMERMANN in vollem Gang und noch unpubliziert 


sind, wurde von einer qualitativen Prüfung der von uns in anderem Zusammenhang 
analysierten Eschensäfte abgesehen. 
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Prinzipiell anders liegen die Verhältnisse in den Bahnen des Trans- 
pirationsstroms, wo zumeist das Calcium im Überschuß ist und konzen- 
trationsbegrenzend fiir das geléste Phosphat werden kann: Fir den 
Ausgleich von Konzentrationsschwankungen scheinen nach unseren 
Befunden die Gefäßmembranen eine wichtige Rolle zu spielen. 

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen über die Konzentrations- 
änderungen der einzelnen Komponenten in den Siebröhren während 
des Tages und während der Vegetationsperiode ist als wesentlich fest- 
zuhalten, daß sich die Kohlenhydrate und Aminosäuren zwar in ihrem 
Tagesgang ähnlich verhalten, indem beide Stoffgruppen — relativ 
geringfügige — Schwankungen im Zusammenhang mit der Intensität 
der bereitstellenden Prozesse im Blatt (Assimilation, Eiweißhydrolyse) 
zeigen, daß die Konzentration der Saccharose in den Leitbahnen im 
Gegensatz zu der der Aminosäuren aber während der gesamten Vege- 
tationsperiode im großen weitgehend konstant bleibt, worauf auch 
WANNER (1953a) hinweist. Die Zuckersekretion verläuft demnach 
immer in etwa derselben, für die verschiedenen Arten oder Rassen 
charakteristischen Intensität, während das Ausmaß der Aminosäuren- 
abscheidung weit variabler ist. 

Die Geschwindigkeit des Transportes der Kohlenhydrate und der 
organischen Stickstoffverbindungen lag in unseren Versuchen in der- 
selben Größenordnung (um 3 cm/min), die mit der von zahlreichen 
anderen Autoren übereinstimmt, doch ist die Bestimmung viel zu grob, 
um weiterreichende Schlüsse zu rechtfertigen. Zweifellos ist aber gerade 
eine Feststellung des Miteinander- oder Getrenntwanderns verschiedener 
Stoffgruppen in ein und derselben Siebröhre die erfolgversprechendste 
Methode zur Bestätigung oder Ablehnung einer Massenströmung in den 
Leitbahnen. 

Es mag hier gestattet sein, mit einigen Worten auf die vieldiskutierte 
Frage der Mechanik der Assimilatwanderung in den Siebröhren ein- 
zugehen. Wird eine aktive Beteiligung der Siebröhren selbst am Trans- 
port gefordert, wozu man vor allen Dingen infolge der neuerdings ‘ 
elektronenmikroskopisch auch bei den großsporigen Siebplatten des 
Kürbis festgestellten plasmatischen Füllung der Siebporen (HEPTON, 
PRESTON u. RIPLEY 1955) veranlaßt wird, so darf nicht übersehen werden, 
daß die reifen Siebröhren keinen eigenen Atmungsstoffwechsel besitzen, 
wie WANNER (1953b) gezeigt hat; sie sind energie-heterotroph und daher 
nicht in der Lage, eine aktivierte Diffusion aus eigener Kraft energetisch 
zu bestreiten. Man müßte annehmen, daß die Energie, die zur Aufrecht- 
erhaltung der spezifischen Struktur der entsprechenden ,,carrier“ oder 
ähnlicher Leistungen der Siebröhren notwendig ist, von den Geleitzellen, 
etwa in Form von ATP, den Siebröhren zugeführt wird. Die stoff- 
wechselphysiologisch hochaktiven Geleitzellen (s.o.) wurden ja auch 

















Untersuchungen iiber die Leitung und Sekretion der Assimilate 493 


bereits vielfach als Steuerungszentren der kernlosen Siebröhren be- 
trachtet (vgl. Rescu 1954). Immerhin dürfte diese Anschauung doch 
erheblichen Schwierigkeiten begegnen, und wir halten deshalb die 
Ansicht von Arısz (l.c.), wonach der Transportmechanismus in den 
Siebröhren verschiedenen Gesetzen folgen kann und etwa bei den Sieb- 
zellen der Gymnospermen und primitiven Angiospermen, sowie all- 
gemein in jungen Siebröhren durch eine aktivierte Diffusion, bei den 
leistungsfähigen, reifen Siebröhren, etwa der Palmen (vgl. TammeEs 
1933, 1951) und der meisten Bäume (vor allem der Eschen!!), durch 
eine Massenströmung bestritten wird, für sehr beachtenswert. 

Daß der ‚‚Motor‘‘ des Transportes bei der Strömung in den Blättern liegt 
(vgl. BAUER 1953), wird durch den Befund gestützt, daß der SaftfluB aus dem 
angeschnittenen Phloém der Eschen nach dem Laubfall schlagartig aussetzt. 

Der Befund, daß andere in den gezapften Säften nachweisbare 
Stoffgruppen (Gerbstoffe, Farbstoffe u.ä.) wohl zum größten Teil, 
wenn nicht ausschließlich, erst beim Durchtreten des Siebröhrensaftes 
durch die angeschnittene Rinde in den Zapfsaft gelangen, bestärkt 
weiter die Vorstellung, daß spezifische Transportstoffe in den Sieb- 
röhren weit überwiegen; besonders augenfäilig wird dies auch durch 
die Tatsache, daß sich der Siebröhrensaft nicht als Nährlösung für die 
Wurzeln derselben Pflanze eignet. 

Die Entnahme der Saccharose aus den Leitbahnen an den Orten des 
Bedarfs dürfte nach den allgemeinen Vorstellungen von der Zucker- 
aufnahme der Zellen (vgl. STREET u. LowE 1950 u.a.) wieder eine 
aktive Leistung der Geleitzellen darstellen. Ohne Zweifel wird auch 
hier keine Spaltung des Disaccharids in freie Hexosen eintreten, sondern 
der Rohrzucker entweder unmittelbar oder nach Überführung in 
Hexosephosphate in den Stoffwechsel der Empfängergewebe eintreten. 

Wie zur Klärung des Ein- und Austrittes der Wanderstoffe in den 
Siebröhren die eingehendere Kenntnis der Physiologie der Geleitzellen 
und für ein Verständnis des Wandermechanismus in den Siebröhren 
die Aufdeckung der Rolle der Siebplatten von entscheidender Be- 


1 Es ist darauf hinzuweisen, daß die Eschen nicht nur anatomisch und in der 
Zusammensetzung des Siebröhrensaftes eine Sonderstellung einnehmen (s. o.), 
sondern auch in der Art des Saftflusses beim Anschneiden des Phloéms: Während 
es sich bei den meisten Bäumen (auch bei Robinia) um eine druckelastische Ent- 
leerung der geöffneten Leitbahnen handelt, laufen die Siebröhren der Eschen 
stundenlang aus. Offenbar kommt es hier nicht zu einem Verkleben der (weiten!) 
Siebporen durch das angehäufte Plasma. Auf dieser Eigenschaft beruht ja auch 
die Technik der Gewinnung des Eschenmannas (vgl. HUBER 1953). 

Länger dauernden Saftfluß zeigt noch der Spitzahorn, wie bereits HARTIG 
(l. c.) festgestellt hat; hier sind es aber nicht die Siebröhren, die langsam auslaufen, 
sondern Milchröhren, wie sich leicht aus dem Auftreten der für den Milchsaft 
charakteristischen, im UV hellgrün fluoreszierenden Triterpene in den späteren 
Fraktionen feststellen läßt. 








494 HUBERT ZIEGLER: 


deutung sein werden, so ist fiir eine genauere Vorstellung von der 
radialen Verteilung der aus den Leitbahnen entnommenen Substanzen 
eine physiologische Bearbeitung des Stofftransportes in den Markstrahlen 
Voraussetzung; auch hier übertrifft ja die Geschwindigkeit der Wande- 
rung die einer einfachen Diffusion bei weitem (Mason u. MASKELL 
1928). Die Physiologie der Markstrahlen ist aber bis heute eines der 
am meisten vernachlässigten Gebiete der Pflanzenphysiologie. 

Während der Symplast im allgemeinen ,,dicht“ ist und z. B. auch 
während des Héhepunktes der Assimilatverfrachtung in den Bäumen, 
im Herbst, keine Kohlenhydrate in die toten Bahnen des Transpirations- 
stromes übertreten, werden während der Zeit des frühjahrlichen Aus- 
treibens organische Substanzen bekanntlich in großer Menge von den 
Speichergeweben des Stammes und der Wurzel durch den Transpirations- 
strom den sich entfaltenden Organen zugeleitet. Die Abscheidung 
erfolgt offenbar aktiv und es geht ihr wenigstens teilweise ein Umbau 
der bei der Mobilisierung der Speicherstoffe anfallenden Substanzen 
voraus. In den phosphataseaktiven Holzparenchymzellen des Spitz- 
ahorns konnte erstmals eine spezielle fermentative Ausstattung be- 
stimmter Zellen erkannt werden, die mit diesen Umsetzungen in Zu- 
sammenhang gebracht werden kann. Inwieweit es sich bei diesen 
Elementen um die mit den Gefäßen in besonders innigem Zusammenhang 
stehenden ‚‚Begleitzellen“ RescHs (1955) handelt, müssen weitere 
Untersuchungen zeigen. 

Da sich auch für die Blutungssäfte kein Zucker-Phosphat-Konzen- 
trationsverhältnis feststellen ließ, das den bei einer Spaltung von 
Zuckerphosphaten und einer gleichmäßigen Abscheidung der Spalt- 
produkte in die Gefäße anfallenden Mengen entspricht, gelten für die 
Umsetzungen und den Übertritt der Komponenten die gleichen Über- 
legungen, wie wir sie bei den Siebröhren angestellt haben. 

Es scheint zunächst überraschend, daß sich im Blutungssaft der 
Bäume (mit Ausnahme der Ahorne) vorwiegend freie Hexosen finden, 
obwohl dies nach unseren obigen Ausführungen energetisch unöko- 
nomisch ist. Man könnte daran denken, daß hier die Entwicklung 
noch nicht allgemein so weit fortgeschritten ist und sich die vorteil- 
hafteste Wanderform allein durchgesetzt hätte (die Ahorne wären dann 
die fortschrittlichsten Vertreter der ,,Bluter‘‘). Auch eine andere Vor- 
stellung ist in Erwägung zu ziehen: Da es sich bei den Empfänger- 
geweben des Blutungssaftmaterials durchweg um stoffwechselaktive 
Meristeme handelt, denen die Phosphorylierung freier Monosen und 
damit ihre Einbeziehung in den Stoffwechsel wenig Schwierigkeiten 
bereitet, können sie praktisch konkurrenzlos in den Genuß der heran- 
geführten Zucker kommen, womit das Vorhandensein freier Hexosen 
im Blutungssaft sogar vorteilhaft für die Pflanze wäre. 
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Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse 

1. Bei allen untersuchten Bäumen (Alnus glutinosa, A. incana, Acer 
platanoides, Castanea sativa, Fagus sylvatica, Populus nigra, Quercus 
borealis, Qu. robur, Qu. petraea, Tilia platyphyllos und Robinia pseudo- 
acacia) ist die Saccharose das einzige Kohlenhydrat in den Siebröhren. 

2. Während der Eiweißstickstoff in den Siebröhren weder einen 
Längsgradienten noch Schwankungen während des Tages und während 
der Vegetationsperiode zeigt und daher wohl dem Siebröhrenplasma 
zuzuschreiben ist, lassen die löslichen organischen Stickstoffverbindungen 
wie die Zucker meist einen charakteristischen Längsgradienten und einen 
Tagesgang der Konzentration in den Siebröhren erkennen, der sich 
mit dem des bereitstellenden Prozesses in Verbindung bringen läßt. 
Die Menge dieser Substanzen nimmt zur Zeit der Eiweißmobilisierung 
während der Laubvergilbung sehr stark zu, wobei sich auch die Zahl 
der in größeren Mengen nachweisbaren Aminosäuren erhöht; während 
bei den untersuchten Eichen (s. 0.) und beim Spitzahorn im Sommer 
nur Glutaminsäure und Asparaginsäure (und wenig Alanin) nachweisbar 
sind, finden sich im Herbst alle im Blatt nachweisbaren Aminosäuren 
auch in den Siebröhren. Bei Robinia treten während der gesamten 
Vegetationsperiode dieselben Aminosäuren im Siebröhrensaft auf, doch 
verschiebt sich der Anteil der einzelnen Verbindungen während der 
Eiweißmobilisierung wesentlich, wobei vor allem Prolin sehr stark 
hervortritt. 

3. Die Menge des anorganischen Phosphats in den Siebröhren steht 
in keinem molaren Verhältnis zu der Zuckerkonzentration, zeigt keinen 
eindeutigen Längsgradienten und läßt sich auch in ihrem Tagesgang 
nicht in Beziehung setzen zu den Konzentrationsschwankungen des 
Zuckers. Im Herbst, während der Rückführung des Blattphosphors, 
nimmt die Konzentration in den Siebröhren stark zu. 7 min-Phosphat 
fehlt in den Siebröhren ; die Menge des schwerhydrolysierbaren Phosphats 
ist wie die des Proteinstickstoffes in verschiedenen Höhen und zu ver- 
schiedenen Zeiten weitgehend konstant und ist den entsprechenden 
Verbindungen des Siebröhrenplasmas zuzuschreiben. 

4. Die Siebröhrensäfte reagieren stets alkalisch (gemessene px-Werte 
zwischen 7,45 und 8,66); diese Reaktion ist nicht unmittelbar verant- 
wortlich für das Fehlen der Invertaseaktivität des Siebröhrensaftes, 
da sich diese auch bei einer Pufferung auf das pp-Optimum des Fer- 
mentes nicht einstellt. 

5. Bei dem auffallenden braunroten Niederschlag, der sich in den 
Eichenzapfsäften bildet, handelt es sich um Phlobaphene; ihre Vor- 
stufen werden — wie fluorescierende Farbstoffe bei anderen Bäumen — 
wahrscheinlich erst beim Durchtritt des Siebröhrensaftes aus der Rinde 
ausgewaschen. 
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6. Der Borgehalt der Siebröhrensäfte liegt unter 5 y/ml. Ein Trans- 
port von Zucker-Borverbindungen in nennenswertem Umfang ist deshalb 
ausgeschlossen. 

7. Die Viscosität des Siebröhrensaftes wird praktisch ausschließlich 
durch die Konzentration der alle anderen Komponenten überwiegenden 
Saccharose bestimmt und läßt sich durch deren Ermittlung leicht 
festlegen. 

8. Der Siebröhrensaft von Robinia eignet sich nicht als Nährboden 
für die Kultur isolierter Robinienwurzeln. 

9. Ein Vergleich der Kohlenhydrate, Aminosäuren und Phosphor- 
verbindungen der Siebröhren- und Blattpreßsäfte zeigt, daß alle Stoff- 
gruppen vor ihrem Eintritt in die Leitbahnen + umgebaut und — zu- 
mindest zeitweise — in diesen angereichert werden. 

10. Bei der Honigtaubildung wird der Gehalt des Siebröhrensaftes 
an organischen Stickstoffverbindungen sehr stark vermindert; in dem 
untersuchten Fall reicherte eine Coccide diese Substanzen bei der 
Resorption auf über 100fache Konzentration an. 

11. Bei der Nektarsekretion werden die organischen Stickstoff- 
verbindungen fast quantitativ, das Phosphat weitgehend zurückgehalten; 
diese Filtrierfähigkeit des Drüsengewebes vermindert sich bei der 
Alterung des Plasmas. 

12. In den Bahnen des Transpirationsstromes ist die Konzentration 
des gelösten anorganischen Phosphats weit niedriger als in den Sieb- 
röhren und läßt keinen gesetzmäßigen Längsgradienten erkennen. Die 
Menge des löslichen Phosphats wird in den meisten Fällen durch den 
Überschuß der Caleium-Ionen im Gefäßwasser begrenzt; für einen 
Ausgleich von Konzentrationsschwankungen im Transpirationsstrom 
spielen die an den Gefäßmembranen adsorbierten Ionen eine wesent- 
liche Rolle. 

13. Auch in den Frühjahrsblutungssäften der Bäume steht die 
Konzentration des anorganischen Phosphats in keinem molaren Ver- 
hältnis zu der Menge der Kohlenhydrate. Unter den Zuckern über- 
wiegen normalerweise die Hexosen, bei den Ahornen dagegen die 
Saccharose. 

14. Galaktose erscheint bei der Fütterung der Rinde unverändert 
in den Siebröhren; es kann sich bei der Saccharosesynthese in den 
Phloömscheiden demnach nicht um eine unspezifische Transglucosy- 
lierung handeln. Glucose und Fructose werden offenbar in größerem 
Umfang in die Wandersaccharose eingebaut, doch treten sie ebenfalls 
schon bei relativ geringem Angebot als freie Monosen in den Leit- 
bahnen auf. 

15. Die Dephosphorylierung der bei der Mobilisierung der Reserve- 
stoffe im Holz während des Frühjahrs wenigstens zum Teil anfallenden 
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Zuckerphosphate erfolgt beim Ahorn in bestimmten phosphataseaktiven 
Holzparenchymzellen, die in den leitenden Jahrringen des Stammes zu 
einem + regelmäBigen Muster angeordnet sind. 

16. Auch im Nektarium von Abutilon striatum konnte eine hohe 
Aktivität der sauren Phosphatase nachgewiesen werden. 

17. Der Sauerstoffverbrauch des Nektargewebes liegt stets über dem 
der Nachbargewebe; die hôchste Steigerung erfährt er während der 
Sekretionsphase. 2,4-Dinitrophenol fördert in geringer und hemmt in 
höherer Konzentration, Kaliumfluorid hemmt stets die Nektarsekretion ; 
dabei werden Zucker- und Wasserabscheidung in gleicher Weise be- 
einflußt. 

18. Fremdzucker, wie Galaktose und Arabinose, die im Nektar 
unverändert abgeschieden werden, steigern den Sauerstoffverbrauch der 
Nektarien in ungleich geringerem Ausmaß als Glucose und Fructose, 
die in den Stoffwechsel der Nektarien mit einbezogen werden können. 

19. Besonderheiten des Calciumhaushaltes, wie die häufige Aus- 
fällung des Ions als Calciumoxalat in der Umgebung des Phloéms und 
der Nektarien, sowie das Fehlen eines Calciumtransportes in den Sieb- 
röhren lassen sich in Beziehung setzen zu der spezifischen Hemmwirkung 
des Ions für die Fermentreaktionen des Phosphorsäureumsatzes. 

20. Die Folgerungen der Ergebnisse für das Verständnis des Assi- 
milattransportes, vor allem im Zusammenhang mit der Drüsenfunktion 
der Geleitzellen, werden diskutiert. 
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ZUR KENNTNIS VON EPILOBIUM UND OENOTHERA. 1. UBER 
DIE RHAPHIDENSCHLAUCHE. 2. UBER INTERGENERISCHE 
TRANSPLANTATION * ** 


Von 
Rose KowALEWwIcz 
Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 22. März 1956) 


1. Die Rhaphidenschläuche 

Bei entwicklungsgeschichtlichen Untersuchungen über die Blüten 
von Epilobium und Oenothera (KowaLEwicz 1956) ergab es sich von selbst, 
daß auch auf die in den Parenchymen aller Organe massenhaft vor- 
kommenden Rhaphiden und ihre Behälter geachtet wurde. Die erste 
Frage, die sich stellte, war die nach dem Zustandekommen der außer- 
ordentlichen Länge der Kristallschläuche, die bei E’pilobium bis 1 mm, 
bei Oenothera bis 1,4 mm messen (Abb. 1); in der Literatur (z. B. NE- 
TOLITZKY 1929, Küster 1951, Esau 1951; auch viele Originalliteratur 
wurde eingesehen) findet sich darüber keine Auskunft. Weiter war, nach 
den vielfältigen Erfahrungen über Endopolyploidie bei großen Dauer- 
zellen (vgl. z. B. GETTLER 1953) das Verhalten der Zellkerne zu verfolgen. 

Zur Untersuchung im Leben sind die Blumenblätter am günstigsten, 
die durch Injektion unter der Luftpumpe sehr durchsichtig werden, weil 
sie aus wenigen Zellschichten bestehen. Quetschpräparate für Karmin- 
färbung lassen sich am besten aus jungen Staubblättern herstellen. In 
mit Hämatoxylin gefärbten Mikrotomschnitten waren alle Blütenorgane 
gut verwendbar. 

a) Der fertige Zustand. Die meisten Untersuchungen wurden an 
Epilobium hirsutum ausgeführt. In den reifen Kristallzellen ist der 
größte Tell des Lumens von Schleim eingenommen. Das kurze Bündel 
feiner Nadeln liegt, von einer sehr zarten Plasmahaut umhüllt, in der 
Mitte des langen Schlauches, der Cytoplasmabelag der Wand ist sehr 
dünn, nur an den Enden des Idioblasten findet sich eine größere Plasma- 
ansammlung. Eine Verbindung des Wandbelags mit der plasmatischen 
Hülle des Rhaphidenbündels war im Leben nie zu sehen, wohl aber 


* Teil einer Dissertation der Naturwissenschaftlichen Fakultät der Universität 
München. 
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zuweilen an gefärbten Dauerpräparaten. Plastiden fehlen. Eine Über- 
raschung war, daB die Schläuche regelmäBig zwei (selten drei) Zellkerne 
enthalten!, was bis jetzt von Rhaphidenzellen nicht berichtet wird; 
auch TISCHLER, der die bekannten Fälle von Mehrkernigkeit verschie- 
dener Zelltypen zusammenstellte (1934, S. 398), weiß nichts davon. 

Die zwei Kerne des Rhaphidenschlauches liegen in der Nähe des 
Nadelbündels (Abb. 1), und zwar entweder unmittelbar nebeneinander 
oder schräg gegenüber an verschiedenen Seiten, nur ausnahmsweise 
findet man sie auch weiter vom Bündel entfernt. Sie sind doppelt so 
groß wie die Kerne der Epidermiszellen, ein Drittel größer als die Kerne 
des Mesophylls, ebensogroß wie die Kerne der Pollenmutterzellen. Ver- 
mehrung der Chromozentren, also Polyploidie durch Endomitose, scheint 
nicht vorzuliegen. Die Beobachtung anderer Autoren, daß die auf- 
geblasenen Rhaphidenkerne sich schwächer anfärben als die Kerne ihrer 
Nachbarzellen, bestätigte sich auch an unserem Material. Die Gestalt 
der Zellkerne ist im Fertigzustand linsenförmig. Jedoch sind sie nur 
selten in Aufsicht zu sehen, da sie den Seitenwänden des Schlauches in 
charakteristischer Weise anliegen. Während bei der Färbung mit 
Karminessigsäure die Chromozentren deutlicher erkennbar werden, 
tritt bei der Färbung mit Eisenhämatoxylin der große Nucleolus klar 
heraus. 

Die Rhaphidenzellen der Oenothera biennis? weichen nur insofern 
ab, als sie noch länger werden und mehrfach stark gekrümmt sein können. 
Ihr Kristallnadelbündel ist lockerer, vielfach gleiten die Nadeln aus- 
einander und machen in kleinen Gruppen oder einzeln hintereinander- 
liegend die Krümmungen des Schlauches mit (Abb. 1a). 

„Leere“ Rhaphidenschläuche, in denen Kristallnadeln fehlen bzw. nachträglich 
wieder aufgelöst worden sind, wie für andere Pflanzen mehrfach angegeben, konn- 
ten wir weder bei Epilobium noch bei Oenothera finden. 

In den Rhaphidenzellen mehrerer Monokotyledonen und einiger 
Vitaceen wurde immer ein einziger Kern gefunden, in den ziemlich 
langen Schläuchen einiger Arten von Impatiens selten ein zweiter Kern. 
Auch bei Impatiens, z. B. in den Petala von I. Oliveri, ist die Kerngröße 
abgestuft, nämlich Kristallschläuche > Schwammgewebe > Epidermis. 

b) Die Entwicklung. Junge Blütenknospen von Epilobium hirsutum 
sind nur bis zu einer Gesamtlänge (d. h. mit Einschluß des unterständigen 
Fruchtknotens) von 460 y noch frei von Rhaphidenzellen. Dann bemerkt 
man, wie diese in den einzelnen Organkreisen entsprechend deren Anlage- 
folge auftreten: Bei 620 u GL sindschon die ersten in den Vorläuferspitzen 

1 Schon mitgeteilt bei RENNER u. Mitarb. 1952, S. 424. 

2 In der bei Esav als neu zitierten Arbeit von POBEGUIN (1943) ist ein Wurzel- 
längsschnitt von Oenothera Lamarckiana dargestellt (Fig. 36), der die Orientierung 
der Rhaphidenbündel in der Längsrichtung des Organs zeigen soll. Im übrigen 


ist auch diese Abhandlung für unsere Fragestellungen nicht ergiebig. 
’ 
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der Kelchblätter zu erkennen, bei 
1,4 mm GL im ersten, bei 1,7 mm GL 
im zweiten Staubblattkreis und bei 
cruciaten Bliiten auch in den Spitzen 
der Kronblätter, während sie in den 
Kronblattern der normalen Blüten etwa 
bei 2,6 mm GL erscheinen. Sie eilen 
mit ihrem Differenzierungsbeginn dem 
übrigen Gewebe weit voraus. Zum 
größten Teil werden sie in unmittelbarer 
Nähe der Vegetationspunkte angelegt. 
In Gewebeabschnitten, welche sich von 
den Vegetationspunkten schon entfernt 
haben, entstehen weit weniger Rha- 
phiden-Idioblasten und auch nur so 
lange noch, als in diesen Gebieten Zell- 
teilungen stattfinden. Damit bestätigt 
sich UNGERs Feststellung (1914) an 
Oe. biennis, daß Zellen, die dem 
Embryonalstadium einmal entwachsen 
sind, sich unter keinen Umständen 
mehr zu Rhaphidenzellen differenzieren 
(zitiert nach NETOLITZKY). Beachtens- 
werterweise entstehen die frühen 
Rhaphiden-Idioblasten bevorzugt in 
unmittelbarer Nähe des gleichfalls früh 
entstehenden Procambiumnetzes. Dies 
ist besonders gut an Kron- und Kelch- 
blättern zu verfolgen. Wenn gegen 
Ende des Embryonalwachstums die 
jüngsten Rhaphidenzellen angelegt 
werden, haben die ältesten schon eine 
ansehnliche Länge erreicht. Diesen 
Vorsprung holen die jüngeren nicht 
mehr ein. Damit gibt sich schon die 
wichtigste Ursache dafür zu erkennen, 
daß im Fertigzustand eines Organes AP». Te Ausgewachsone Ross 
Rhaphidenzellen verschiedener Größe biennis; c von Epilobium hirsutum. 
nebeneinander vorkommen. Ken 

Die Differenzierung der einzelnen Rhaphidenzelle wird durch eine 
Kernteilung eingeleitet, der eine Zellteilung nicht mehr folgt (Abb. 2a). 
Der für den jungen Idioblasten kennzeichnende chemische Zustand 
hemmt also die Zellteilung und weiterhin die Kernteilung. Zweikernige 
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Zellen, die noch kristallfrei, aber schon ein wenig größer sind als die 
gewöhnlichen Parenchymzellen, wurden öfter gefunden (Abb. 2b). Bei 
ihrer Weiterentwicklung wird die Lage der Schlauchspitzen durch die 





Abb. 2a—g. Epilobium hirsutum, Entwicklung der Rhaphidenzellen. 400fach 


Hauptwachstumsrichtung des Organs bestimmt. Sie sind bei unseren 
Objekten immer so gerichtet, daß die Längsachse des Idioblasten 
parallel zu ihr verläuft. Bei der Bildung der Kristalle wirkt das Plasma 
richtunggebend: die Nädelchen werden in feinen von Spitze zu Spitze 
ziehenden Plasmafäden ausgefällt und liegen deshalb immer sofort 
parallel zur Längsachse des Behälters (Abb. 2c). Ein nachträgliches 
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Ordnen, wie es bei gewissen Pflanzen vorkommen soll (vgl. Nrro- 
LITZKY S. 64), findet bei unseren Objekten nicht statt. Die Schleim- 
bildung beginnt meistens gleichzeitig mit der Ausfällung der Kristalle, 
seltener schon vorher. Während ihres Wachstums schieben sich die 
anfangs meist in zwei und mehr Reihen hintereinander liegenden Nadeln 
aneinander vorbei, so daß sie dicht nebeneinander zu liegen kommen und 
allmählich zu einem etwa spindelförmigen Bündel zusammenschließen. 
Dieses wird bald ganz vom Schleim eingehüllt. Vom Kristallbündel bzw. der 
Schleimvacuole werden die Kerne schon früh gegen die Wand gedrückt, wo- 
bei sich ihre anfangs kugelige Gestalt linsen- bis scheiben-förmig abflacht. 
Im Gegensatz zu den Mitteilungen über Kerne der Rhaphidenmanch an- 
derer Pflanzen bleiben die Nuclei bei Epilobium und Oenothera noch sehr 
lange erhalten. Ich sah sie noch in Schläuchen von maximaler Länge. 

Die Rhaphidenzelle paßt sich, ohne sich zu teilen, dem Teilungs- und 
später auch dem Streckungswachstum ihrer Umgebung an. Sie wird 
deshalb um so länger, je stärker das benachbarte Gewebe in der Längs- 
richtung wächst. Als eine Ursache für die Entstehung der besonderen 
Größe des Rhaphidenschlauches läßt sich also die außerordentlich 
frühe Differenzierung erkennen. 

Daneben lassen bestimmte Beobachtungen vermuten, daß als zweite 
Ursache Spitzenwachstum der Rhaphidenzelle hinzukommt. Wie bei 
Wurzelhaaren finden wir nämlich auch bei den Rhaphidenzellen das 
Plasma an den Spitzen auffällig angesammelt, und zwar von den frühesten 
Entwicklungsstadien an (Abb. 2b—d). Auch erhält sich die Membran 
an den Spitzen besonders zart. Demzufolge scheint das Spitzenwachstum 
gleich von Anfang an eine Rolle mitzuspielen, so daß die starke Er- 
höhung der Zellenzahl, die unmittelbar um den Idioblasten herum schon 
während des allgemeinen Embryonalwachstums stattfindet, nur zum 
Teil auf die frühe Differenzierung des Idioblasten zurückgeht, zum 
anderen Teil auf dieses Spitzenwachstum. Nach unserer Beobachtung 
könnte das Spitzenwachstum bei den Rhaphidenschläuchen in gleicher 
Weise vor sich gehen, wie es ScHoCH-BODMER u. HUBER (1951 und 
früher) für Bastfasern wahrscheinlich machen. Daß die Enden der 
Schläuche, wie bei den Bastfasern, zuweilen gegabelt sind (Abb. 2f), 
spricht ebenfalls für Spitzenwachstum. Meistens sind die Enden des 
Schlauches aber einfach keilförmig zugespitzt (Abb. 2d, e, g), was bei 
dieser Wachstumsweise besonders gut zu verstehen ist. 

Ob nach Abschluß des Teilungswachstums noch Spitzenwachstum der Kristall- 
schläuche stattfindet, haben wir durch Auszählung der in den Petala über bzw. 
neben den Schläuchen liegenden Zellen der Epidermis und des Parenchyms in 
verschiedenen Entwicklungszuständen zu prüfen versucht. Im Fall von Spitzen- 
wachstum muß die Zahl der Zellen, in deren Bereich die Idioblasten kommen, 


mit der Zeit zunehmen. Aber bei der ungleichen Länge der zu verschiedener Zeit 
angelegten Schläuche war kein sicheres Urteil zu gewinnen. 
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An die reifen Rhaphidenschläuche von Oe. biennis grenzen in der Abb. la 
über 40 Zellen des Schwammgewebes, in Abb. 1b 35 Zellen der Epidermis. Bei 
Epilob. hirsutum, Abb. 1c, sind die kleineren anstoBenden Zellen noch zahlreicher, 
iiber 50. 

Während in der ersten Zeit der Idioblastenentwicklung die Kristall- 
nadeln mit dem Wachstum des Schlauches Schritt halten, so daB sie 
diesen fast ganz ausfüllen, hôrt die VergrôBerung der Kristalle nach 
Beendigung des allgemeinen Embryonalwachstums auf. Der Schlauch 
verlängert sich aber unabhängig vom Kristallnadelbiindel in der be- 
schriebenen Weise weiter, wobei er auch noch stark in die Weite wächst. 


Ergebnis. Die Differenzierung der Idioblasten, die zu Kristall- 
behältern werden sollen, beginnt mit einer Kernteilung, auf die keine 
Zellteilung folgt. Die be’äen Kerne, in denen Endomitose nicht fest- 
gestellt wurde, halten sich dauernd in der Mitte der Zelle, in nächster 
Nähe des Rhaphidenbündels. Die Nadeln sind schon in ihren Anfängen 
in der Längsrichtung der Zelle ausgerichtet. Ihre große Länge — bis 
1 mm und mehr — verdanken die Rhaphidenschläuche in erster Linie 
ihrer sehr frühen Differenzierung im embryonalen Gewebe, aber auch 
Spitzenwachstum scheint ein Teil dazu beizutragen. 


2. Intergenerische Transplantationsversuche 

Gegenüber den Angaben sowjetischer Genetiker wie GLUSTSCHENKO 
(1950) über ,,vegetative Hybridisation’ schien es angebracht, Trans- 
plantation zwischen Oenothera und Epilobium zu versuchen, weil in beiden 
Gattungen Idioplasma außerhalb des Zellkernes dem Experiment 
einigermaßen zugänglich geworden ist. Die Verwachsungen gelangen 
gut, die Ergebnisse sollen ganz kurz geschildert werden!. 

1. Oe. biennis-Rosette, darauf Seitenzweige von Epilobium hirsutum, 
10mal. Die Reiser neigten zur Bildung von Wurzeln über der Pfropf- 
stelle, entwickelten sich auch nach Entfernung der Wurzeln gut und 
brachten große schöne Blüten. 

2. Oe. biennis-Rosette, darauf Seitenzweige von Epil. montanum, 
meist mit schon angelegten Blütenknospen, 10mal. Wurzelbildung am 
Reis unterblieb, die Reiser wuchsen nicht besonders gut, die Blüten 
blieben teilweise etwas kleiner als normal. 

3. Oe. biennis-Stengel, darauf Zweige von Epil. hirsutum, 2mal. Über 
der Schnittfläche bildeten sich Wurzeln, die teils entfernt wurden, teils 
später nach guter Verwachsung vertrockneten. Die Reiser wuchsen gut, 
verzweigten sich reich und brachten besonders schöne große Blüten in 
großer Zahl, auch große samenreiche Früchte. Aus solchen Samen 
aufgezogene Pflanzen, 40 an der Zahl, zeigten keinerlei Abweichungen 
von normaler Saat. Nach der Blüte im Herbst entstanden am Grund 


1 Schon kurz mitgeteilt in RENNER u. Mitarb. 1952, 8. 424. 
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der Reiser dicke, leuchtend rot gefärbte, abwärts wachsende, mit 
Schuppenblättern besetzte Triebe, ganz wie die herbstlichen Ausläufer, 
wenn sie sich am Licht entwickeln (Abb.3). Auch die Spitzen der 
beblätterten Seitentriebe wandelten sich teilweise in positiv geotropische 
Winterknospen um (Abb. 4). Die roten Ausläufer vertrockneten im 
Laufe des Winters zum Teil, wenige waren noch im Frühjahr auf dem 





AY 


Abb. 3. Epilobium hirsutum gepfropft auf Abb. 4. Epilobium hirsutum gepfropft auf 





Oenothera biennis. Dicht über der Pfropf- Oenothera biennis. Spitzen einzelner Sei- 
stelle und weiter oben abwärts wachsende tenäste ausläuferartig verändert, abwärts 
Ausläuferprozesse gekriimmt, dann wieder aufgerichtet 


blattlosen Oenothera-Stengel geniigend ernährt, um in aufrechte normal- 
beblätterte Laubsprosse auszuwachsen, allerdings ohne zu blühen 
(Abb. 5). 

4. Oe. biennis gigas-Stengel, darauf Epil. hirsutum, 2mal. Die Reiser 
entwickelten sich gut und blühten reich. 

5. Oe. Hookeri-Stengel, darauf Epil. hirsutum, 2mal. Schön blühende 
Reiser. 

6. Oc. biennis-Stengel, darauf Epil. montanum, 2mal. Die Reiser 
entwickelten sich sehr gut, viel besser als auf den Rosetten (wohl zu- 
fällig) und blihten reich. 
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7. Epilobium hirsutum-Stengel, darauf Zweige von Oe. biennis, 3mal. 
Die Reiser wuchsen gut an, bildeten keine Wurzeln (so auch sonst bei 
analogen Pfropfungen), blühten mittelmäßig, setzten aber gut Samen an. 

8. Epil. hirsutum-Stengel, darauf Zweige von Oe. biennis gigas, 
3mal. Die Reiser trugen schon Knospen, die Bliiten gingen auf, 
blieben aber klein. 





Abb. 5. Dieselbe Pflanze wie in Abb. 3 im folgenden Frühjahr. 
Ausläufer teilweise zu Laubsprossen ausgewachsen 


9. Epil. hirsutum-Stengel, darauf junge Rosetten von Oe. biennis, 
teils als Gipfel aufgesetzt, teils seitlich angeschäftet, im ganzen 12mal; 
wuchsen nicht gut an und blieben kleine Rosetten, die nicht zur 
Bliite kamen. 

Ergebnis. Epilobium auf Oenothera entwickelt sich sehr kraftig und 
durchaus normal, Oenothera auf Epilobium kümmert, wohl infolge 
mangelhafter Ernährung. Abgesehen von solcher Hemmung war keine 
Veränderung im Habitus der Reiser auf der gattungsfremden Unter- 
lage zu erkennen. Auch die Blüten erschienen durchaus normal, bei 
Epilobium auf Oenothera sehr gesund und schön, eine Nachkommen- 
schaft aus Samen solcher Blüten zeigte keine Spur von Abänderung. 
Die Reiser von Epilob. hirsutum bilden über der Pfropfstelle im Herbst 
Ausläufer. 
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DIE VERWERTUNG ORGANISCHER SAUREN 
DURCH CHLORELLA IM LICHT 
Von 
H.-G. ScHLEGEL 
Mit 7 Textabbildungen 
(Eingegangen am 25. April 1956) 


Die oxydative Assimilation von Grünalgen ist in letzter Zeit Gegen- 
stand mehrerer Untersuchungen gewesen (WATANABE 1937, TAYLOR 1950, 
Eny 1950, SYRETT 1951, DANTEL 1955, KANDLER 1955, BERGMANN 1955). 
Im wesentlichen handelt es sich dabei um Einbauversuche und Messung 
der O,-Aufnahme mit Glucose als Substrat. Da sich bei diesen Unter- 
suchungen ergeben hatte, daß Kohlendioxyd die untersuchten Prozesse 
nicht oder nur unbeträchtlich beeinflußt, wurde meistenteils nach der 
„+ KOH-Methode“ nach WARBURG vorgegangen. Bei der Umsetzung 
organischer Säuren, die Glieder des Tricarbonsäurecyclus sind oder mit 
solchen in naher Beziehung stehen, ist von vornherein nicht zu übersehen, 
inwieweit Kohlendioxyd und seine Entziehung auf den Stoffwechsel 
Einfluß nehmen. Es erschien daher angebracht, die Rolle des Kohlen- 
dioxyds bei der oxydativen Assimilation organischer Säuren zu unter- 
suchen. Als Maß der Eignung einer Säure als Substrat wählten wir die 
Anreicherung von Polysacchariden, die nach der Anthronmethode be- 
stimmbar sind. Es ist nicht zu verkennen, daß mit der Bestimmung der 
gebildeten Zellpolysaccharide nur ein Teil der synthetischen Leistungen 
der Zelle erfaßt wird und daß gerade organische Säuren unter bestimmten 
Bedingungen zur Synthese von Fetten und anderen Speicherstoffen oder 
sekundären Stoffen genutzt werden. So sollen die vorgelegten Versuche 
nur erste Anhaltspunkte für eine spätere eingehende Untersuchung des 
Stoffwechsels organischer Säuren bei Grünalgen liefern. \ 

Über diese einer allgemeinen Orientierung dienenden Untersuchungen 
hinaus interessierte eine spezielle Frage. Geht man von der Vorstellung 
aus, daß das Licht im Stoffwechsel der Grünalgen keine andere Funktion 
habe, als die für die CO,-Fixierung und -Reduktion notwendige Energie 
zu liefern, so wäre anzunehmen, daß die im Dunkeln ablaufende oxy- 
dative Assimilation organischer Substanzen und die photosynthetische 
CO,-Fixierung im Licht zwei voneinander unabhängige Vorgänge sind. 
Auch im Licht würden sich Photosynthese und oxydative Assimilation 
nicht beeinflussen (Myers 1947). 

Da beide Prozesse — Photosynthese und oxydative Assimilation — 
zur Bildung und Anreicherung im wesentlichen der gleichen Substanzen 
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führen, ist es denkbar, daß bei Ermöglichung beider Prozesse eine Kon- 
kurrenzhemmung eintritt. Unter diesem Aspekt wäre beispielsweise zu 
erwarten, daß bei optimal ablaufender Photosynthese (Lichtsättigung) 
die Aufnahme organischer Substanzen herabgesetzt wird. Nach neueren 
Vorstellungen (KANDLER 1950, ARNON u.Mitarb. 1954, ARNON 1955) 
erschöpft sich aber die Funktion der aufgenommenen Strahlungsenergie 
nicht in der CO,-Assimilation. Die Energie wird anscheinend primär zum 
Aufbau energiereicher Phosphatverbindungen verwertet, die bei verschie- 
denen endergonen Syntheseleistungen nutzbar gemacht werden können. 

Wie Vorversuche zeigten, wird die Säureaufnahme (Brenztrauben- 
säure) durch Chlorella im Licht gefördert. Zur Erklärung dieser Er- 
scheinung müssen mehrere Möglichkeiten in Betracht gezogen werden: 

1. Die im Licht ablaufende Photosynthese fördert durch O,-Produk- 
tion die oxydative Assimilation. 

2. Der Brenztraubensäure-Umsatz in den Zellen wird als Vorgang 
sui generis durch Licht direkt gefördert. 

3. Durch die im Licht ablaufenden Phosphorylierungsprozesse wird 
zusätzlich Energie zur Verfügung gestellt, die die Säureassimilation 
begünstigt. 

Einen Weg zur Klärung dieser Frage beizutragen, insbesondere 
zwischen 1. und 3. zu entscheiden, sehen wir in der Untersuchung der 
Säureaufnahme in Gegenwart und in Abwesenheit von CO,. Wird der 
über einer Algensuspension befindlichen Atmosphäre das CO, laufend 
entzogen, so steht der Photosynthese nur das während der oxydativen 
Assimilation der organischen Säure gebildete Kohlendioxyd zur Ver- 
fügung und die Photosynthese wird stark beeinträchtigt. Wäre die 
photosynthetische Sauerstoffproduktion für den im Licht gesteigerten 
Säureumsatz verantwortlich (1.), so müßte bei Entziehen des normalen 
H-Acceptors CO, die Photosynthese und somit die Sauerstofflieferung 
und folglich auch der Säureumsatz gegenüber dem CO,-haltigen Ansatz 
herabgesetzt sein. Handelt es sich aber um eine Konkurrenz von CO,- 
Assimilierung und oxydativer Assimilation um die im Licht primär 
gebildeten energiereichen Verbindungen, so muß durch CO,-Entzug in- 
folge verhinderter Photosynthese die Säureaufnahme gegenüber dem 
CO,-haltigen Ansatz gesteigert werden. Diese Fragen für die Verwertung 
von Brenztraubensäure und Essigsäure qualitativ und in einigen Punkten 
auch quantitativ zu klären, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit. 


I. Organismen, Kultur, Apparatur und Methoden 
1. Chlerella pyrenoidosa! wurde in einer Mineralsalzlösung (0,4 g KNO,; 
0,1 g Ca(NO,), - 4 H,O; 0,1 g MgSO, : 7 H,O; 0,1 g KCl; 0,1 g KH,PO,; 
u Der Stamm wurde freundlicherweise von Herrn Prof. E. G. PRINGSHEIM 
zur Verfügung gestellt. 
Planta. Bd. 47 35 
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Spur Fe,(SO,),; 1000 ml Wasser) unter Zusatz von 1% Erdabkochung 
in 50 cm langen Glasröhren von 7 cm Durchmesser herangezogen; die 
Kulturen wurden von einem 3% CO,/Luftgemisch kräftig durchströmt 
und durch Weißlichtleuchtstoffröhren belichtet. Die Temperatur betrug 
20 + 2°C. Nach sechstägiger Kultur wurde abzentrifugiert, mehrmals 
mit physiologischer NaCl-Lösung gewaschen und 48 Std im Luftstrom 
im Dunkeln verarmt. Nach erneutem Waschen wurde in m/20 Phosphat- 
puffer aufgeschwemmt. 

2. Zur Bestimmung des Substratverbrauches und der Anreicherung von 
Kohlenhydraten in den Zellen unter verschiedenen Bedingungen bedienten 
wir unseiner selbstgefertigten Schüttelapparatur, in welcher jeweils gleich- 
zeitig 24 50 ml-Erlenmeyerkölbchen in einem Wasserbad (Temp. 24 + 1°C) 
geschüttelt werden können, das von unten her durch drei nebeneinander 
angeordnete Warmton-Leuchtstoffröhren erleuchtet wird. Die Kélbchen 
waren mit Zentralgefäßen ausgestattet. Bei einigen wurden diese mit je 
0,5 ml 20%iger Kalilauge und einem Fließpapierfächer versehen, andere 
Kölbchen wurden mit einem 3%igen CO,/Luftgemisch durchströmt. Von 
jeder Gruppe wurde ein Teil mit Aluminiumfolie verdunkelt. 

3. Für manometrische Untersuchungen stand eine Warburg-Appa- 
ratur mit 12 Manometern zur Verfügung. Die Schüttelgeschwindigkeit 
war konstant eingestellt und betrug 158 Hin- und Hergänge/min bei einer 
Schüttelamplitude von 2,5 cm. Die Badtemperatur betrug25,1 + 0,02°C. 
Es kamen die üblichen Gefäße von 16,0 + 0,5 cm? Rauminhalt mit zwei 
seitlichen Ansätzen zur Verwendung. Der eine Seitenarm trug einen 
Durchlüftungsstopfen. Die Gefäße wurden mit Zellsuspension und Zu- 
sätzen ad 3,00 ml beschickt. Bei Dunkelversuchen wurde die ganze 
Apparatur verdunkelt. Bei Lichtversuchen erhellten zwei mit Reflek- 
toren ausgerüstete 200 W-Opallampen, die im Abstand von 35 cm über 
der Wasseroberfläche aufgehängt waren, das innen weiß emaillierte Bad 
gleichmäßig. 

Bei einigen orientierenden Versuchen wurde die übliche „+ KOH- 
Methode“ nach WARBURG angewandt. 

Im Laufe der Arbeit wurde es notwendig, die photosynthetische 
O,-Produktion und die Substratatmung, sowie den Gaswechsel bei der 
Überlagerung beider Stoffwechselprozesse zu bestimmen. Da es die vor- 
handene apparative Ausrüstung nicht zuließ, die Veränderung des CO,- 
und O,-Gehaltes in den Gefäßen kontinuierlich zu bestimmen, begnügten 
wir uns damit, in gleichmäßig beschickten Gefäßen den O,- und CO,- 
Gehalt am Anfang und am Ende eines Versuches zu ermitteln und 
daraus die umgesetzten Gasmengen zu berechnen. Dazu schien das von 
SCHATZ (1952) und Crayton (1955) zur Untersuchung des Gaswechsels 
chemoautotropher Mikroorganismen angewandte Verfahren in zweck- 
entsprechender Abwandlung am geeignetsten. 


y 
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Die GefäBe waren folgendermaBen vorbereitet. In dem einen Seiten- 
arm befanden sich 0,3 ml 3n H,SO,, in dem mit dem Durchliiftungs- 
stopfen ausgestatteten Seitenarm lag ein Fließpapierfächer. Die Haupt- 
gefäße wurden mit der substrathaltigen (bzw. substratfreien Kontroll-) 
Suspension beschickt. Die Gefäße wurden in das Bad eingesetzt und 
mit Luft eines bestimmten CO,-Gehaltes durchströmt. Einige Gefäße 
wurden durch Umkleiden mit Aluminiumfolie verdunkelt. Nach Ein- 
stellen des Temperaturgleichgewichtes wurde in Kontrollgefäßen zur 
Bestimmung des anfänglichen CO,-Gehaltes die Schwefelsäure aus dem 
Seitenarm in das Hauptgefäß herübergeholt und abgelesen (Wert a). Zu 
diesem Zeitpunkt befand sich sämtliches Kohlendioxyd im Gasraum. 
Um dieses zu bestimmen, wurden durch den Durchlüftungsstopfen 0,2 ml 
oder ein anderes genau abgemessenes ähnliches Volumen 20%iger Kali- 
lauge zugefügt. Zu diesem Zweck wurde die Capillare des Durchlüftungs- 
stopfens mit einer Capillarpipette luftblasenfrei mit KOH gefüllt, über 
eine Schlauchverbindung eine Pipette fest aufgesetzt und bei geöffnetem 
Stopfen das gewünschte Volumen einfließen gelassen. Kleine Ab- 
weichungen lassen sich bei der Kalkulation berücksichtigen. Die Kali- 
lauge wird von dem Fließpapierfächer aufgesaugt und absorbiert das 
gasförmige Kohlendioxyd. Nach Einstellung des Temperaturgleich- 
gewichtes wurde abgelesen (Wert b). 15 min nach Zufügen der KOH ist 
die Absorption vollständig. Mit den Versuchsmanometern wurde am 
Ende der Versuchsdauer in gleicher Weise verfahren. 

Aus den gemessenen Druckänderungen läßt sich der CO,-Gehalt 
berechnen. Die zu Versuchsbeginn vorhandene CO,-Menge beträgt 


200 
x CO; =(0-b + ta) * ko, und diejenige zu Versuchsende x COS = 


200 
(4 — B+ Ko | * Kco,- Aus beiden Größen ergibt sich A CO, als Differenz 


x COS — x COË. Der Berechnung von A O, wurde die Differenz B—b 
zugrunde gelegt: A O, = (B—b)  Ko,. Unterscheiden sich die Manometer 
in ihren Konstanten, was in der Regel zutreffen wird, so ist (a—b) aus 


ACO 200 
A CO, nach a—b = & . — x. für jedes Versuchsmanometer neu zu 
co, 0; 








errechnen und zu berücksichtigén. Das angegebene Verfahren erlaubt 
in technischer wie in rechnerischer Hinsicht manche Verbesserungen und 
Verfeinerungen, dürfte aber unseren orientierenden Versuchen genügen. 

4. Die Bestimmung der Zellpolysaccharide erfolgte mit dem Anthron- 
reagens nach FALEs (1951). Der Stoffwechselprozeß wurde durch Eis- 
kühlung oder Zusatz von 1/,, Vol. conc. HgCl,-Lésung zur Suspension 
abgestoppt. Die Suspension wurde gewaschen, ein aliquoter Teil mit 
Anthronreagens (0,2 g Anthron in 8 ml 96% Alkohol und 30 ml Wasser 
gelöst und in 100 ml conc. H,SO, unter Kühlung eingetragen) versetzt, 

35* 
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7 min im kochenden Wasserbad gehalten, abgekühlt und mit dem Elko IT 
(Zeiß-Opton) unter Verwendung des Filters S 57 gegen eine Vergleichs- 
probe gemessen. Ausgewertet wurde nach einer mit Glucose auf- 
gestellten Eichkurve. Die Extinktion ist bis zu £ = 1,1 der Glucose- 
konzentration direkt proportional. Durch die Anthronmethode werden 
alle Kohlenhydrate erfaBt, die bei der Hydrolyse mit konzentrierter 
Schwefelsäure Oxymethylfurfurol bilden. Bei unseren Versuchen han- 
delte es sich im wesentlichen um gespeicherte Starke. 

5. Bei der Brenztraubensäurebestimmung hielten wir uns an das von 
Wo tr (1955) für die Bestimmung der Gesamt-Carbonylverbindungen 
angegebene Verfahren. 

Um den Einfluß des Kohlendioxyds auf den Stoffwechsel ausgeprägt 
in Erscheinung treten zu lassen, wurden relativ dünne Chlorella-Suspen- 
sionen verwendet (2—8 mg Trockengewicht/ml). Die bei verschiedenen 
Versuchen verwendeten Suspensionsdichten variierten. Als Bezugs- 
größen wurden das Trockengewicht oder der Gesamt-Zellstickstoff nach 
KJELDAHL ermittelt. 


II. Ergebnisse 
1. Polysaccharidbildung mit Glucose und organischen Säuren als Substraten 


Der Umsatz organischer Säuren durch gewaschene Suspensionen von 
Chlorella wurde bisher nur an der O,-Aufnahme messend verfolgt (GENE- 
voıs 1927, Eny 1951, KANDLER u. Ernst 1955). Im Rahmen der vor- 
liegenden Untersuchung wurden zunächst Glucose und eine Reihe 
organischer Säuren auf ihre Eignung als Substrat für die Polysaccharid- 
synthese ruhender Zellen geprüft. Es sollte dabei gleichzeitig der Einfluß 
des Lichtes und die Rolle des Kohlendioxyds erfaßt werden. Um in den 
CO,-freien Ansätzen eine CO,-Retention weitgehend zu unterdrücken, 
wurden die Chlorellazellen in einem m/20 Phosphatpuffer von py 5,0 
aufgeschwemmt. Inwieweit die Bildung der Zellkohlenhydrate und -poly- 
saccharide durch die Wasserstoffionenkonzentration beeinflußt wird, 
wurde nur mit Acetat als Substrat geprüft. Die Suspension wurde zu je 
5 ml in Erlenmeyerkölbchen abgefüllt, mit den Substraten versehen und 
bei Licht und Dunkelheit, mit CO, in der Atmosphäre und unter CO,- 
Absorption durch KOH geschüttelt. Nach mehreren Stunden wurden 
Proben entnommen, mit HgCl, abgestoppt und in aliquoten Teilen nach 
der Anthronmethode die Polysaccharide quantitativ bestimmt. 

In jedem Falle wurde eine substratfreie Kontrolle denselben Ver- 
suchsbedingungen ausgesetzt wie die substrathaltigen Proben (Abb. 1). 
Bei Anwesenheit von CO, wurden im Licht auch ohne zugesetztes organi- 
sches Substrat Polysaccharide gebildet. Unter den gegebenen Be- 
dingungen nahm der Gehalt an bestimmbaren Kohlenhydraten in 10 Std 
auf etwa das Doppelte zu. Ohne CO, war im Licht eine zwar geringe, 
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doch immerhin nachweisbare Polysaccharidbildung festzustellen. Da in 
den mit einem Gummistopfen verschlossenen und mit KOH im Zentral- 
gefäB versehenen GefäBen den Zellen kein exogenes Kohlendioxyd zur 
Verfiigung stand, kann die Zunahme an Polysacchariden nur auf Kosten 
andersartiger Speicherstoffe erfolgt sein. Im Dunkeln war bei diesen 
bereits stark verarmten Zellen keine Veränderung des Polysaccharid- 
gehaltes festzustellen. Die Dunkelproben entsprechen daher den Null- 
proben, die nicht mit aufgeführt wurden. 
Mit Glucose als Sub- 
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Glucose lediglich sechs- Abb. 1. Polysaccharidgehalt von Chlorellazellen nach 
Fi P sechsstiindigem Schiitteln im Dunkeln und im Hellen in 
stündigeVersuchedurch.  Co,-haïtiger und CO,-freier Atmosphäre mit Glucose 
Die Säulendiagramme (0,1 m) und Acetat (0,01 m) als Substrat in m/20 Phosphat- 
12 puffer pH 5,0; zum Vergleich die substratfreie Kontrolle. 
der Abb. 1 lassen die Die Extinktion ist dem Gehalt an anthronpositiven Zell- 
unter varüerten Ver- polysacchariden direkt proportional. Der Polysaccharid- 
u gehalt der substratfreien Kontrolle entspricht dem der 
suchsbedingungen er- verarmten Zellen (Nullprobe) 


zielten Effekte rasch 

überschauen. Vergleichen wir zunächst die bei CO,-Anwesenheit 
beobachteten Einbauleistungen. Glucose führt auch im Dunkeln 
zu einer bedeutenden Polysaccharidsynthese, wobei zur Gewinnung 
der beim Einbau aufzuwendenden Energie 11—13,5% (DANIEL 1955) 
der zugesetzten Glucose zu Kohlendioxyd und Wasser oxydiert 
werden. Im Licht ist die Zunahme an Polysaccharid erheblich 
größer. Wären die im Dunkeln betriebene oxydative Assimilation der 
Glucose und die auf CO,-Fixierung beruhende Polysaccharidsynthese 
im Licht zwei voneinander unabhängige Vorgänge, so wäre im Licht mit 
Glucose lediglich ein additiver Effekt zu erwarten. Die tatsächlich be- 
obachtete Polysaccharidsynthese übersteigt aber die Summe der im 
Dunkeln mit Glucose und der im Licht mit CO, verzeichneten Synthese- 
leistungen bei weitem. Die Einflußnahme des Lichtes auf den Glucose- 
einbau ist auf energetische Zusammenhänge zurückzuführen. Während 
der oxydativen Assimilation begrenzt den Dunkeleinbau der Glucose 
anscheinend die Verfügbarkeit der Einbauenergie. Da die Stärke- 
synthese über Glucose-1-phosphat verläuft und zu dessen Bildung in 
einer Hexokinase- und Phosphoglucomutase-Reaktion laufend ATP 
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verbraucht wird, kann der begrenzende Vorgang in der Nachlieferung von 
ATP gesehen werden. Da im Licht eine ,,oxydative Phosphorylierung“ 
(VisaniAC u. OcHoA 1952) oder ,,photosynthetische Phosphorylierung“ 
(Arnon u. Mitarb. 1954) ablaufen, die für eine laufende Regenerierung 
von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat sorgen, kann die 
bedeutende Steigerung der Polysaccharidsynthese aus Glucose im Licht 
als Ausdruck einer „lichtabhängigen Phosphorylierung‘‘ (KANDLER 1954) 
gewertet werden. KANDLER kam bei der Messung der Glucoseabnahme 
im Medium zu gleichsinnigen, aber weniger signifikanten Werten. 
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Abb. 2. Polysaccharidgehalt von Chlorellazellen nach fünfzehnstündigem Schütteln im 

Dunkeln und im Hellen in CO.-haltiger und CO,-freier Atmosphäre mit verschiedenen 

Substraten (Äpfelsäure 0,1 m, Citronensäure 0,05 m, Bernsteinsäure 0,05 m, Brenztrauben- 

säure 0,1 m, Glycerin 0,05 m) in m/20 Phosphatpuffer pH 5,0. Mittel aus drei gleichartigen 
Versuchen 








Der Entzug von Kohlendioxyd wirkt sich auf die Polysaccharid- 
synthese mit Glucose als Substrat nur unwesentlich aus. Die Synthese- 
leistung wird im Licht nur um ein Geringes herabgesetzt. Weshalb der 
CO,-Entzug im Dunkeln zu einer gegenüber der CO,-haltigen Dunkel- 
probe gesteigerten Stärkesynthese führt, kann vorläufig nur vermutet 
und als Zugmechanismus gedeutet werden: Durch Entziehung des im 
Tricarbonsäurecyclus gebildeten Kohlendioxyds wird das Gleichgewicht 
zugunsten des Abbaus verschoben; durch diese Beschleunigung des 
Kreisprozesses werden reduzierte Pyridinnucleotide der Atmungskette 
in erhöhtem Maße zur Verfügung gestellt, was wiederum eine gesteigerte 
ATP-Produktion zur Bildung von Glucose-1-phosphat und zur Stärke- 
synthese zur Folge hat. 

Gegenüber der mit Glucose als Substrat beobachteten Synthese sind 
die durch organische Säuren bewirkten Syntheseleistungen minimal 
(Abb. 1 und 2). Zur Erlangung deutlicherer Unterschiede wurde die Ver- 
suchsdauer auf 15 Std heraufgesetzt. Die oxydative Assimilation, die 
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bei organischen Säuren als Substraten mit einem erheblich geringeren 
Wirkungsgrad verläuft, geht sehr langsam vor sich und führt zu einer 
nur geringen Zunahme von Zellpolysacchariden. Die schon bei der 
Glucoseoxydation beobachtete synthesefördernde Wirkung des CO,-Ent- 
zugs trat auch hier auf. Bei Vorhandensein von CO, erfolgt im Licht 
eine bedeutende Polysaccharidsynthese. Es wird dabei — vor allem 
im Falle der Citronen- und Äpfelsäure — mehr Stärke gebildet als der 
Summe von Dunkelassimilation und Licht-CO,-Fixierung entspricht. 
Die Erscheinung ist im großen ganzen ähnlich zu erklären, wie oben für 
den lichtabhängigen Glucoseeinbau dargelegt wurde. Sie unterscheidet 
sich von diesem im wesentlichen dadurch, daß nicht nur für die Glucose- 
phosphorylierung, sondern zusätzlich für einige vorangehende Synthese- 
schritte Energie benötigt wird. Daß an der Stärkesynthese mit organi- 
schen Säuren als Substraten eine CO,-Fixierung einen ganz bedeutenden 
Anteil hat, geht aus der bei CO,-Entzug stark herabgesetzten Synthese- 
leistung hervor. 

Das Ausmaß der Verwertung der einzelnen Säuren unterliegt außer- 
ordentlichen Schwankungen. Bei einzelnen Versuchen führte Citronen- 
säure zu höheren Polysaccharidgehalten als Äpfelsäure. Die Aktivitäten 
sind vom physiologischen Zustand des Algenmaterials in hohem Grade 
abhängig. 


2. Umsatz von Brenztraubensäure im Dunkeln und im Licht 


Brenztraubensäure wird durch Chlorella nur sehr langsam umgesetzt 
(KANDLER u. Ernst 1955). Die durch BTS bewirkte Steigerung der 
Gasaufnahme ist so gering, daß der Rückgang der Substratatmung nach 
Aufbrauch von BTS nicht genügend signifikant in Erscheinung tritt. 
Es wurde deshalb nicht die durch sie bewirkte Atmungssteigerung ver- 
folgt, sondern die Aufnahme von BTS an ihrer Abnahme im Suspensions- 
medium bestimmt. Die direkte Erfassung der BTS wurde durch ihre 
leichte Bestimmbarkeit ermöglicht. 

Eine Chlorellasuspension (m/20 Phosphatpuffer px 5,1; 50 ug BTS/ml) 
wurde zu je 5 ml in Kölbchen aufgeteilt und im Dunkeln und im Licht 
mit 5% CO, im Gasraum bzw. KOH im Zentralgefäß bei 24 + 1°C 
geschüttelt. Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben entnommen. 
Wie Abb. 3 zeigt, wird BTS im Licht erheblich rascher aufgenommen 
als im Dunkeln. Die diskutable Möglichkeit, daß es sich dabei lediglich 
um eine Stimulation handelt, die durch den im Licht erhöhten O,-Partial- 
druck in der Zelle bedingt ist, prüften wir durch einen Vergleichsversuch 
mit reinem Sauerstoff als Gasatmosphäre (Abb. 4). Unter diesen Be- 
dingungen wird der BTS-Umsatz sogar herabgesetzt. Atmungsversuche 
im Warburgapparat ergaben ebenfalls, daß unter O,-Atmosphäre Leer- 
atmung und Substratatmung in gleichem Maße und nur sehr gering 
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erhöht werden. Die Erhöhung des BTS-Umsatzes im Licht dürfte 
demnach andere Ursachen haben. Substratatmung und Photosynthese 
sind anscheinend keine derart unabhängigen Prozesse, daB sie sich allein 
durch ihre Endprodukte (CO, bzw. O,) beeinflussen. Es ist anzunehmen, 
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Abb. 3. Brenztraubensäureaufnahme durch Chlorella im Licht (0) und im Dunkeln (@) 
mit (------ ) und ohne ( ) co, 





daß im Licht der Stoffwechsel organischer Säuren in andere Bahnen 
gelenkt wird als im Dunkeln. Die im Licht ablaufenden Phosphory- 
lierungsprozesse und die 
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Abb. 4. Brenztraubensäureaufnahme durch Chlorella im reichen Verbindungen 

Dunkeln unter Luft mit und ohne CO, und unter dürften dann nicht 
O,-Atmosphäre mit CO, SAS 

nur der CO,-Fixierung 


dienen, sondern auch für Einbauleistungen genutzt werden. Auf 
den BTS-Umsatz im Licht hat die Anwesenheit oder Absorption von 
CO, tatsächlich eine auBerordentliche Wirkung. Gegenüber Ansätzen, 
die 5% CO, in der Luftatmosphäre enthielten, wird die BTS-Aufnahme 
in Ansätzen, die kein zusätzliches CO, erhielten oder mit KOH in den 
Zentraleinsätzen versehen waren, deutlich erhöht. Die laufende Entfer- 
nung von CO, beschleunigt die BTS-Aufnahme. Anscheinend handelt es 
sich in diesem Falle wirklich um eine Konkurrenz von CO,-Fixation und 
Substrateinbau um die verfügbare Energie, wie einleitend erwogen wurde. 
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3. Umsatz von Essigsäure im Dunkeln und im Licht 


Zunächst wurden einige orientierende Versuche über die Konzentra- 
tions- und py-Abhängigkeit der Veratmung von Essigsäure im Dunkeln 
angestellt. Der Zusatz von Essigsäure zu einer Chlorellasuspension führt 
zu einer Atmungssteigerung, die der bei Glucosezusatz beobachteten 
annähernd gleichkommt. Der Effekt ist aber außerordentlich konzen- 
trationsabhängig. Bei unseren Versuchen wirkten schon Konzentra- 
tionen über 0,02 mol/l stark hemmend. Bei Konzentrationen zwischen 
0,005 und 0,01 mol maßen wir die höchsten Umsatzraten, weshalb bei 
weiteren Versuchen die Anfangskonzentration an Essigsäure in diesen 
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Abb. 5. Gaswechsel beim Umsatz von 6 und 12 “M Na-Acetat im Dunkeln (e—®) 
und im Schwachlicht (0---0) durch Chlorella; m/20 Phosphatpuffer pH 5,0 


Grenzen gehalten wurde. Die Ergebnisse stimmen mit den von KANDLER 
u. Ernst (1955) an einem anderen Stamm von Chlorella pyrenoidosa 
erhobenen Befunden gut überein. Im Bereich zwischen py 5,4 und 7,2 
war die O,-Aufnahme etwa gleich groß. Unterhalb und oberhalb dieses 
Bereiches sank die Umsatzrate ab (NIELSEN 1955). Zur Vermeidung 
einer nennenswerten CO,-Retention im Medium wurde das py bei den 
meisten Versuchen mit Phosphatpuffer auf py 5,0 oder 5,2 eingestellt. 

Um zu prüfen, ob Licht auf den Umsatz von Acetat eine ähnliche 
fördernde Wirkung hat wie auf den von BTS, wurde die Acetatatmung 
im Warburgapparat im Dunkeln mit der im Schwachlicht verglichen 
(Abb. 5). Hatten die 2 150W-Opallampen einen Abstand von 1,2 m 
von der Thermostatoberfläche, so war die Atmung gerade überkompen- 
siert. In allen Gefäßen befand sich Chlorellasuspension in m/20 Phosphat- 
puffer py 5,2, im Zentralgefäß KOH, im Seitenarm 6 bzw. 12 uM Acetat. 
Ein Teil der Gefäße war verdunkelt, ein Teil dem Schwachlicht aus- 
gesetzt. Nach 15 min wurde Acetat gekippt. Es erfolgt eine O,-Auf- 
nahme, die bei der verdunkelten Serie beträchtlich größer ist als bei der 
belichteten. Bei der verdunkelten Serie fällt die Gasaufnahme nach 2 
bzw. 4 Std auf den Wert der Leeratmung ab. Im belichteten Ansatz 
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kommt es nach dem Verbrauch des Acetats zu einer voriibergehenden 
Gasproduktion. Der Kurvenverlauf bringt den im Licht beschleunigten 
Acetatumsatz gut zum Ausdruck. Im Licht sinkt die Gasaufnahme früher 
ab als im Dunkeln. Demnach wird Acetat ebenso wie BTS im Licht 
rascher umgesetzt als im Dunkeln. Dafür dürfte hier das im Licht erhöhte 
Angebot an Reduktionskraft (DPNH,) und Energie gleichermaßen 
verantwortlich zu machen sein, wie oben für BTS diskutiert wurde. 

Über die bei der Belichtung von acetatoxydierenden Chlorellazellen 
zu erwartenden Effekte orientierten einige Warburg-Versuche, bei denen 
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Abb. 6. Sauerstoffaufnahme und -produktion durch 24 Std im Luftstrom verarmte Chlorella- 
suspension im Dunkeln und im Licht; 25°C; 6 M Acetat; m/20 Phosphatpuffer pH 5,4. 
Erklärung im Text 


in Parallelgefäßen mit und ohne KOH im Dunkeln die O,-Aufnahme und 
CO,-Abgabe und im Licht die CO,-Aufnahme und O,-Abgabe gemessen 
wurden (Abb. 6). Die Opallampen hatten bei diesen Versuchen einen 
Abstand von nur 30cm von der Thermostatenoberfläche (siehe Ab- 
schnitt I Methoden). Nach Temperatureinstellung wurden zu 2,5 ml 
Chlorellasuspension 6 uM Acetat aus dem Seitenarm herübergeholt. Die 
Leeratmung betrug 3—5 ul O,/15 min und blieb während der Versuchs- 
dauer auf etwa gleicher Höhe (Kurve I). Der RQ hatte einen Wert 
von 0,98. Für die Acetatoxydation (Kurve II) wurden bei fünf gleich- 
artigen Versuchen RQ-Werte zwischen 1,01 und 1,06 ermittelt. Nach 2 Std 
fiel die O,-Aufnahme nahezu auf den Wert der O,-Leeraufnahme ab. 

Wurden Gefäße mit Acetat und KOH von Anfang an belichtet, so 
folgte auf eine anfängliche Gasaufnahme eine O,-Produktion, die nach 
Aufbrauch des Acetats zurückging (Kurve III). Ohne Acetat mit KOH 
war im Licht kein nennenswerter Gaswechsel festzustellen (nicht einge- 
zeichnet). In Gefäßen mit Acetat und KOH, die erst eine Zeitlang 
verdunkelt blieben, erfolgt bei Belichtung ein beträchtlicher Druck- 
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anstieg (Kurve IV), der nach 15 min bereits wieder auf das Niveau der 
Kurve III abfällt. Diese momentane Gasausscheidung nach Belichtung 
kommt anscheinend dadurch zustande, daB infolge unvollständiger 
CO,-Absorption der CO,-Gehalt in den Zellen und im Medium so hoch 
ist, daB kurzfristig eine Photosynthese mit optimaler O,-Produktion 
ablaufen kann. In Gefäßen, die Acetat und in der Gasatmosphäre 
2% CO, enthielten (Kurve V), sinkt im Dunkeln der Druck ab; im Licht 
kommt es zu einem außerordentlichen Druckanstieg, was darauf hin- 
deutet, daß bei der Acetatoxydation im Licht mehr Sauerstoff abgegeben 
als Kohlendioxyd aufgenommen wird. Wenn dieser Versuch auch in 
keiner Weise den an einen exakten Photosyntheseversuch und seine 
Interpretation zu stellenden Ansprüchen genügt, so lassen sich die be- 
obachteten Druckänderungen doch nicht mit der Annahme in Einklang 
bringen, daß Photosynthese und Acetatveratmung im Licht unabhängig 
nebeneinander herlaufen. 

Für die Untersuchung des Gaswechsels während der Substratatmung 
durch Zellen im Licht würde die Gefäßdifferenzmethode das geeignete 
Verfahren darstellen. Aus äußeren Gründen mußten wir von der Anwen- 
dung dieser Methode Abstand nehmen und damit auf eine kontinuier- 
liche Messung des Gaswechsels verzichten. Wir bedienten uns deshalb 
eines Verfahrens, das die Bestimmung des CO,-Gehaltes zu Versuchs- 
anfang und -ende und des aufgenommenen oder abgegebenen O,- 
Volumens erlaubte. Es handelt sich dabei um eine zweckentsprechende 
Abwandlung des von SCHATZ (1952) und CLayTon (1955) im Labora- 
torium von VAN NIEL ausgearbeiteten Verfahrens; es wurde im metho- 
dischen Teil ausführlich dargelegt. 

Die Gefäße wurden mit Chlorellazellen (6—7 mg Fr.Gew. je Gefäß); 
Phosphatpuffer py 5,6; 20uM Acetat und im Seitenarm mit 0,3 ml 
3nH,SO, beschickt. Anschließend wurde mit 1,7% CO, angereicherte 
Luft durchgeleitet. Einige Gefäße wurden dunkel gehalten, einige dem 
Licht ausgesetzt. Nach der oben beschriebenen Methode wurden so an 
jeweils zwei parallelen Versuchsansätzen die Produktion bzw. Aufnahme 
von CO, und O, während 1!/, bis 21/,stündiger Laufzeiten gemessen 
(Tabellen 1 und 2). Die Versuche erbrachten die auf Grund der Vorunter- 
suchung erwarteten Ergebnisse. Die an Parallelansätzen und bei Wieder- 
holungen gemessenen Werte stimmten weitgehend überein und ver- 
sprechen bei weiterer Verfeinerung eine vielseitige Anwendbarkeit der 
Methode. 

Für die Leeratmung (1. ohne Substrat, dunkel) betrug der RQ etwa 1, 
in der Mehrzahl der Fälle lag er darunter. Je nach dem Grad der Ver- 
armung atmete die Suspension mit einem Qo, von 2—2,5 (ul O,/mg 
Fr.Gew. u. Std). Während der Oxydation von Acetat (3. mit Substrat, 
dunkel) wurde etwa die dreifache Menge Sauerstoff aufgenommen. Der 
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Tabelle 1. Gaswechsel einer Chlorellasuspension mit und ohne Acetat 
im Licht und im Dunkeln 








Bedingungen [er | zC08 | ACO, | AO, 40,/-ACO,4CO,/-4 02 
1. ohne Substrat, dunkel . 330 + | np | 0,95 
2. ohne Substrat, hell . . 310 191 — 119 | +132; 1,11 | _ 
3. mit Substrat, dunkel . 376,5 + 66,5) — 62 | | 1,07 
4. mit Substrat, hell. . . 301 — 9 | + 51| 5 ‚66 | 


Chloreliz (6,7 mg Fr.Gew.) in m/20 Phosphatpuffer Pu 56 suspendiert; 20 uM 
Acetat; Versuchsdauer 90 min; x CO} = zu Anfang, x CO} = zu Ende des Ver- 
suchs vorhandene Menge CO,. Alle Angaben in ul. 


Qo, schwankte zwischen 6 und 8. Der RQ lag durchweg über 1. Dies 
stimmt mit dem theoretischen Wert überein. 

Ohne Acetat wurde im Licht CO, aufgenommen und O, abgegeben. 
Die Leeratmung war etwa 6fach überkompensiert. Die Sauerstoff- 
produktion war in allen Fällen größer als die CO,-Aufnahme, der assimila- 
torische Quotient betrug 1,1 bis 1,2. Er nahm besonders hohe Werte 
an, wenn im Laufe des Versuchs das der Gasphase zugesetzte Kohlen- 
dioxyd aufgebraucht wurde (A0,/—ACO, = 1,5—1,6). Es ist möglich, 
daß unter diesen Bedingungen des N- und CO,-Mangels auf Kosten der 
Kohlenhydrate eine Fettsynthese überwiegt. Die Ergebnisse zeigen, daß 
mit der angewandten Methode hinreichend genaue Ergebnisse zu er- 
zielen sind. 

Wurde die Suspension mit Acetat dem Licht ausgesetzt, so wurde 
ebenfalls CO, aufgenommen und O, produziert. Die Photosynthese 
überstieg demnach bei der angewandten Lichtintensität die Substrat- 
atmung. Wenn Substratatmung und CO,-Assimilation unabhängig 
voneinander wären, müßte der Quotient O,/CO, etwa 1 sein. Das Ver- 
hältnis beider Gase ist aber stets erheblich größer. Der Gaswechsel 
beim Acetatumsatz im Licht entspricht also keineswegs der Summe der 
Dunkeloxydation von Acetat und Photosynthese. Der Stoffwechsel des 
Acetats scheint im Licht in andere Bahnen gelenkt zu werden und ein 
Vorgang sui generis zu sein. Acetat wird offensichtlich unter Reduktion 


Tabelle 2. Gaswechsel einer Chlorellasuspension mit und ohne Acetat 
im Licht und im Dunkeln 








Bedingungen | 2C05 | æCOS | ACO, | AO, 4 O:/-A cos ACO;/-A 0; 
1. ohne Substrat, dunkel . | 324 i+ 38 ls; 37 | 0,97 
2.ohne Substrat, hell 288 4| 52,5 235,5 [+ 272 | 1, 15 | _ 
3 .mit Substrat, dunkel 391,5 |+ 103,5 |— 100,5 | — 1,03 
4 .mit Substrat, hell. . . | 244,5 uM 43,5 | 3,07 _ 








Chlorella (7,0 mg Fr.Gew.) in m/20 Phosphatpuffer | Pu 5,6; 20 uM Acetat. 
Versuchsdauer 150 min. 
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durch den bei der Photolyse des Wassers aktivierten Wassertoff einge- 
baut. Anscheinend entstehen vorwiegend Verbindungen, die stärker 
reduziert sind als Kohlenhydrate, wie Fette und Terpene. 

Dieser Befund wiirde in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von 
CALVIN u. Mitarb. (1951) stehen, die bei Verfiitterung markierten Acetats 
an Scenedesmus im Licht vorwiegend eine Fettsynthese beobachteten, 
hinter der die Kohlenhydratbildung weit zuriicktrat. Gleichlautende 
Ergebnisse liegen über Nostoc muscorum vor (ALLISON u. Mitarb. 1953). 

In Abb. 7 ist der Verlauf 
des Gaswechsels während der +h 
Acetatoxydation im Licht dar- 2 
gestellt. DaB das Verhältnis 
AO,/—ACO, von 3,4 (wäh- 





rend der ersten 2 Std) auf 2,5 N oy 

(nach 31/, Std) absinkt, ist auf à 

den Aufbrauch des zugesetzten 8 1004 1, 
Acetats (nach etwa 21/, Std) & 

zurückzuführen. # m. 


Die mitgeteilten Versuche 
vermitteln einen kleinen Ein- 


blick in das Zusammenspiel 7 r 7 r 
PANIERS u 120 180 240 min 
von oxydativer Assimilation Abb. 7. Verlauf von CO,-Aufnahme und O,- 


und Photosynthese bei Chlo- Produktion während der Acetatoxydation durch 
1 P Chlorella im Licht. Die Gefäße wurden mit 
rella. Die geschilderten Me- 1,7% CO./Luftgemisch im Gasraum gefüllt. Zu 











thoden sind eeienet, für di den angegebenen Zeiten wurde mit H.SO, 
geeig ‚ für die abgestoppt und das restliche CO, und 
Aufhellung des Stoffwechsels der abgegebene O, bestimmt 


organischer Substrate durch 

Grünalgen im Licht erste Anhaltspunkte zu liefern. Exakte quantitative 
und qualitative Daten und ein schärfer umrissenes Bild wird aber erst 
die Verwendung mit C4 markierter Verbindungen gewinnen lassen. 


III. Diskussion 

Die vorgelegten Versuchsergebnisse gestatten zwischen den in der 
Einleitung skizzierten denkbaren Mechanismen zu entscheiden, durch 
die der Umsatz von Brenztraubensäure im Licht gegenüber der Dunkel- 
kontrolle beschleunigt wird. Der Einbau organischer Substanzen scheint 
durch die Versorgung mit Energie begrenzt zu werden. Im Dunkeln wird 
die zum Einbau benötigte Energie durch vollständige Oxydation eines 
Teils der organischen Substanz gewonnen. Wird von der Zelle durch 
Strahlungsabsorption zusätzlich Energie aufgenommen, welche den Re- 
aktionsorten höchstwahrscheinlich in Form von energiereichen Phosphat- 
verbindungen (ATP) zugeleitet wird, so kann die Geschwindigkeit des 
Einbaus und infolgedessen auch die Aufnahme organischer Substanzen 
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erhöht werden. Von dieser Vorstellung ausgehend hat KANDLER (1954), 
dessen Ergebnisse somit eine schöne Bestätigung finden, an Hand des 
Glucoseeinbaus die Bedingungen der lichtabhängigen Phosphorylierung 
untersucht. 

Der im Licht ausgeprägt in Erscheinung tretende Effekt der CO,- 
Entziehung, die BTS-Aufnahme erheblich zu fördern, stützt darüber 
hinaus die Vorstellung, daß CO,-Fixierung und Substrateinbau zwei 
um die verfügbare Energie konkurrierende Prozesse sind. Im Falle des 
Glucoseeinbaus scheinen die Verhältnisse jedoch erheblich einfacher zu 
liegen als mit organischen Säuren als Substraten. Daß von letzteren 
noch andere Wirkungen ausgehen, soll am Beispiel des von uns besser 
untersuchten Acetatstoffwechsels diskutiert werden. 

Neben Glucose ist Acetat im allgemeinen das bei Grünalgen am 
besten verwertbare Substrat der oxydativen Assimilation. Durch die 
Untersuchungen an farblosen „Acetatflagellaten“ (PRINGSHEIM 1937) 
hat es die Aufmerksamkeit verstärkt erregt. In den Mittelpunkt des 
Interesses ist die Essigsäure bei der Suche nach dem C,-Körper, dem 
CO,-Acceptor bei der Photosynthese, gerückt worden (CALVIN u. Mitarb. 
1951, ALLIson u. Mitarb. 1953). 

Dennoch ist über den Stoffwechsel der Essigsäure bei Grünalgen sehr 
wenig bekannt, insbesondere im Vergleich mit unseren Kenntnissen über 
die entsprechenden Leistungen bei Purpurbakterien. Wenn auch Acetat 
begünstigt zu Fett synthetisiert zu werden scheint, so ist die Beteiligung 
des Kohlendioxyds und die Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel bei Licht 
und Dunkelheit nahezu unerforscht (Foce 1953). Bei Durchströmung 
von Chlorellakulturen, die Glucose oder Acetat als Substrat enthielten, 
mit CO,-freier Luft wurde das Wachstum im Licht nicht verbessert; 
mit Acetat als Substrat wirkte Licht bei CO,-Abwesenheit sogar hem- 
mend (Prıruıps 1951). Auch die von KANDLER u. FRANK (1955) mit- 
geteilten Beobachtungen über eine Hemmwirkung organischer Säuren 
auf den Ammonium- und sogar den Glucoseeinbau sprechen für eine 
ganz besondere Einflußnahme organischer Säuren auf den Stoffeinbau. 
Zu erwägen wäre, ob nicht auch in diesen Fällen organische Säuren, 
insbesondere Acetat, den Stoffwechsel in andere Bahnen lenken und die 
Fettsäuresynthese begünstigen. Im Dunkeln könnte diese Umsteuerung 
mangels Nachlieferung von reduziertem L?N nicht so stark zum Tragen 
kommen wie im Licht. Die Acetatfütterung dürfte auf direktem oder 
indirektem Wege den Gehalt der Zelle an Acetyl-CoA steigern. ImLicht 
wären dann alle Voraussetzungen — erhöhtes DPNH,-Angebot, ATP 
und Acetyl-CoA — für ein Überwiegen der Fettsäuresynthese gegeben 
(LynEN 1955). 

Daß in unseren Versuchen selbst ohne Acetat im Licht Assimilations- 


quotienten gemessen werden, die über 1 liegen, mag auch auf die Licht- 
’ 
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verhältnisse zurückzuführen sein. Die Algen wurden im Schwachlicht 
bei guter Nährsalz- und optimaler CO,-Versorgung herangezogen — Be- 
dingungen, unter denen vorwiegend Kohlenhydrate synthetisiert und 
gespeichert werden. Die Versuche wurden unter N-Mangel und bei 
höheren Lichtintensitäten durchgeführt; diese Bedingungen dürften den 
DPNH,-Spiegel in der Zelle erhöhen und zusammen mit dem allmählich 
eintretenden CO,-Mangel einer Fettsäuresynthese Vorschub leisten, die 
sich in einer Erhöhung des Assimilationsquotienten zu erkennen gibt. 
Über eine Fettspeicherung unter N-Mangel liegen mehrere Mitteilungen 
vor (AACH 1952, MILNER 1948). 

Der hohe Sauerstoffausstoß, zu dem es in unseren Versuchen bei 
Vorhandensein von Acetat und Kohlendioxyd im Licht kommt, kann 
nur mit einer forcierten Bildung von reduzierten Verbindungen wie Fett- 
säuren erklärt werden. Daß Brenztraubensäure und andere Säuren eine 
ähnliche Wirkung ausüben, kann nach den orientierenden Versuchen 
über die Kohlenhydratsynthese nur vermutet werden. 


Zusammenfassung 

1. Stark verarmte Suspensionen von Chlorella pyrenoidosa wurden 
im Licht und im Dunkeln, bei An- und Abwesenheit von Kohlendioxyd, 
mit Glucose und organischen Säuren gefüttert und die Zunahme der 
Zellpolysaccharide nach der Anthronmethode bestimmt. Mit Glucose, 
Äpfelsäure, sowie Citronensäure als Substraten übersteigt die Poly- 
saccharidsynthese im Licht (+CO,) die Summe der im Licht mit CO, 
(photosynthetische CO,-Assimilation) und im Dunkeln mit Substrat 
(oxydative Assimilation) erzielten Syntheseleistungen. Der Effekt wird 
als Folge einer zusätzlichen Energieaufnahme und lichtabhängigen Phos- 
phorylierung gedeutet. 

2. Die Messung des Brenztraubensäureverbrauchs unter vier ver- 
schiedenen Versuchsbedingungen (+ Licht, + CO,) zeigte, daß die 
Säure im Licht rascher umgesetzt wird als im Dunkeln. Durch CO,- 
Entziehung im Licht wird der Umsatz noch erhöht. Säureeinbau und 
photosynthetische CO,-Fixierung konkurrieren anscheinend um die ver- 
fügbare Energie. 

3. Zur Erfassung des Gaswechsels beim Umsatz organischer Substrate 
durch Grünalgen im Licht wird eine manometrische Methode angegeben. 
Während des Acetatumsatzes im Licht nimmt der Assimilationsquotient 
(0,/—CO,) Werte an (> 1), die auf eine überwiegende Fettsäuresynthese 
hinweisen. 
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Kurze Mitteilung 


Aus dem Biologischen Laboratorium der Osterreichische Stickstoffwerke AG 
Linz/Donau (Leiter: Priv.-Doz. Dr. Hans LINSER) 


EINE EINFACHE ARBEITSWEISE 
FUR DEN KOLEOPTILZYLINDERTEST 


Von 
OswaLD KIERMAYER 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 8. Juni 1956) 


Zur biologischen Testung pflanzeneigener oder synthetischer Zell- 
streckungs-Wuchsstoffe ist bereits eine so groBe Zahl verschiedener Me- 
thoden entwickelt worden, daB es notwendig scheint, aus der Fülle von 
Testen jeweils das fiir einen bestimmten Zweck giinstigste Verfahren 
auszuwählen. Während bei der Prüfung von, durch einfache Diffusion 
(Abfangung) gewonnenen Wuchsstoffen aus Pflanzenmaterial bzw. zur 
Bestimmung des Diffusionskoeffizienten (Molekulargewichtsbestimmung) 
vornehmlich der klassische Avena-Test von WENT (1929), zur Testung 
synthetischer Stoffe der ,,Pastentest‘‘ von LINSER (1938), der ,,Erbsen- 
test‘ von WENT bzw. verschiedene ,,Wurzelwachstumsteste“ heran- 
gezogen werden können, scheint zur Testung der aus Papierchromato- 
grammen pflanzlicher Extrakte gewonnenen Eluate besonders der ,,Kole- 
optilzylindertest‘“ geeignet. Dieser wurde im Jahre 1933 bei Unter- 
suchungen über den Zusammenhang von Wuchsstoffwirksamkeit und 
Atmung von J. Bonner entwickelt und beruht im wesentlichen darauf, 
daß aus der Wachstumszone von Avena-Koleoptilen gleichlange Stücke 
herausgeschnitten und in Wuchsstofflösungen bestimmter Konzentration 
eingelegt werden. Der Längenunterschied der behandelten Schnitte 
gegenüber den Wasserkontrollen wird als Kriterium für die Wuchsstoff- 
wirksamkeit des betreffenden Stoffes ausgewertet. Der Koleoptilzylinder- 
test wurde seither von vielen Autoren, unter anderen von SCHNEIDER 
(1938), RıETsEMA (1949), BENTLEY (1950) und Hancock u. BARLOW 
(1953) sowie von Pont (1953) in verschiedener Weise modifiziert zu einer 
exakten quantitativen Bestimmungsmethode ausgearbeitet und u. a. von 
BENNET-CLARK, TAMBIAH und Kerrorp (1952) in Verbindung zu 
papierchromatographischen Untersuchungen herangezogen. 

Da jedoch die meisten der beschriebenen Ausführungsmethoden ent- 
weder umständlich zu handhaben und die Auswertung unter dem Meß- 
mikroskop erfolgen muß, soll im folgenden eine, im hiesigen Laboratorium 
übliche empfindliche Methode beschrieben werden, die speziell für papier- 
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chromatographische Serien-Untersuchungen entwickelt wurde und die 
eine rasche Testauswertung an Hand von Kontaktkopien erlaubt. Die 
Herstellung von Kontaktkopien hat sich vor allem deshalb sehr bewährt, 
weil diese einerseits bleibende Protokolle darstellen und andererseits eine 
sehr rasche Längenmessung erlauben. 

Material und Methodik. Zur Verwendung kommt reines Hafer-Saat- 
gut der Sorte ,,Flamingsgold“ oder ,,Flamingstreue“. Die Anzucht des 
Versuchsmaterials erfolgt wie beim Pastentest von LINSER (1938): Durch 
Ausklauben oder Windsichtung werden nur Körner von möglichst ein- 
heitlichem Korngewicht genomme1:. Die nichtentspelzten Samen werden 
in flachen Schalen (18 em-Durchmesser) in destilliertem Wasser in einem 
temperaturkonstanten Dunkelraum (23 + 5°C) gequollen, wobei sie von 
einer Philips-Leuchte (TL 40 W 33/L), die in einem Abstand von 40 cm 
von den Schalen entfernt angebracht ist, zur Unterdrückung der Meso- 
kotylbildung beleuchtet werden. Nach 48 Std. werden die Körner gut 
mit destilliertem Wasser abgespült und zum Keimen auf Filtrierpapier, 
das mit Nährlösung! getränkt ist, ausgelegt. Nach 24 Std. werden Keim- 
linge, die bereits 3 Wurzeln entwickelt haben, in Abständen von 12 mm 
auf vorbereitete Glasplatten (210 x 50 x 2 mm), die mit Filtrierpapier 
umwunden sind, so aufgestellt, daß das obere Ende der bespelzten 
Körner genau mit dem oberen Rand der Platte übereinstimmt. Die auf- 
gelegten Körner werden sodann mit einem Blatt Filtrierpapier bedeckt, 
das mit einem Gummiring an die Glasplatte gedrückt wird. Diese be- 
schickten Glasplatten werden in Abständen von 15 mm in Kunststoff- 
schalen (230 x 170 x 40 mm), welche seitliche Einkerbungen haben, 
die ein lotrechtes Aufstellen der Platten ermöglichen, eingestellt. Je 
2 solcher Schalen kommen unter einen Dunkelsturz aus Sperrholz 
(350 x 300 x 150 mm) und verbleiben dort bei konstanter Temperatur 
(23 + 5°C), bis die Koleoptilen eine Länge von 20—25 mm erreicht 
haben. (Über die genaue Anzuchtmethode vgl. LINSER 1938, 1939 und 
Linser u. KIERMAYER 1956b.) Kürzere oder längere Koleoptilen 
werden zum Test nicht verwendet. ‘ 

Haben die Koleoptilen die gewünschte Länge erreicht, so werden 
mittels einer scharfen Rasierklinge die Keimlinge vom Korn getrennt 
und das Primärblatt von unten her aus der Koleoptile gezogen. Man geht 
dabei am besten so vor, daß einige Millimeter oberhalb der Schnittfläche 
in die Koleoptile vorsichtig ein leichter Einschnitt gemacht wird und 
das untere Koleoptilstück durch leichtes Drehen vom Primärblatt ab- 
gezogen wird. Aus dem verbleibenden Koleoptilschaft ragt nun das 
Primärblatt frei heraus und kann durch vorsichtiges Ziehen leicht aus 
diesem entfernt werden. 

1 Lösung A: 5,6 g Ca(NO,), + Spuren FeCl, in 5000 cm? Aqua dest. Lösung B: 
1,4g KH,PO,; 1,4 g MgSO, - 7H,0 in 5000 cm? Aqua dest. 
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Die primärblattlosen Koleoptilen mit einer ungefähren Lange von 
15—20 mm werden in eine Präzisionsschneidevorrichtung eingelegt, die 
aus einer Metallplatte mit 10, etwa 2 mm breiten Rillen zum Aufnehmen 
der Koleoptilen besteht. Quer zu den Rillen verlaufen 3 feine, als 
Führung von 3 Rasierklingen dienende Spalten, die genauestens 3 mm 
weit voneinander entfernt sind. Die Rasierklingen sind in einem kipp- 
baren Halter angebracht. Alle Metallteile des Schneidegerätes sind mit 
Zaponlack gestrichen, um Verunreinigungen der Schnitte durch das 
Metall (Messing) zu verhindern. 

In die 10 Rillen des Schneidegerätes werden nun die Koleoptilen so 
eingelegt, daB deren Spitzen am vorderen Rillenende anstoBen. Durch 
Abwärtsdrücken des Halters werden aus jeder Koleoptile 2, insgesamt 
also 20, genau 3 mm lange Koleoptilzylinder herausgeschnitten, die fiir 
den Test weiterverwendet werden, während die Koleoptilspitzen (3 mm) 
und die unteren Teile der Koleoptilen verworfen werden. 

Je 20 solcher Zylinder kommen in ein Schälchen (28 mm @, 20 mm 
Höhe), das maximal 1 cm? der wäßrigen Versuchslösung enthält. Die 
Schälchen werden sodann 5 min. im Exsiccator durch Evakuieren mit 
der Wasserstrahlpumpe und Wiedereinlassen von Luft infiltriert und 
schließlich unter Dunkelstürzen bei 23 + 0,5°C aufgestellt. 

Die Auswertung des Testes erfolgt so, daß die Koleoptilen nach 
24stündiger Versuchsdauer in bereits vorbereitete und entsprechend be- 
schriftete Plättchen mit einem aufgeklebten Ring aus Plexiglas eingelegt 
werden. Da die Koleoptilzylinder vor dem Einlegen oberflächlich voll- 
kommen trocken sein müssen, wird am besten so vorgegangen, daß die 
Versuchszylinder samt der verwendeten Lösung aus den Schälchen auf 
Filtrierpapier ausgegossen werden und von dort nach Abtrocknung mit 
einer weichen Pinzette oder einem Glasstift in die Plexiringe eingelegt 
und darin geordnet werden. 

Die Plexiringe passen genau in die Öffnung eines Diapositivkopier- 
gerätes der Firma Leitz/Wetzlar. Aus diesem Gerät wird das zum An- 
pressen des Filmes vorgesehene Glas entfernt, so daß die eingelegten 
Plexiplättchen durch Abwärtsdrücken des Verschlusses fest auf den 
darunterliegenden Diapositivfilm gedrückt werden. Als Filmmaterial 
verwendet man vorteilhaft einen feinkörnigen orthochromatischen Film, 
mit dem bei Rotlicht gearbeitet werden kann. Die Belichtung des Films 
geschieht mit dem Licht eines hochgestellten photographischen Ver- 
größerungsapparates (zerstreutes Licht gibt unscharfe Kontaktbilder). 
Zur Längenmessung der auf den Kontaktkopien abgebildeten Koleoptil- 
zylinder wird der entwickelte Negativfilm in ein Lesegerät eingespannt, 
in welchem es möglich ist, ohne Verdunklung des Raumes bei starker 
und vor allem konstanter Vergrößerung die Längenmessung mit Hilfe 
eines Millimeter-Meßstreifens durchzuführen. 
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Als Meß-Kriterium dient der Wert ,,Z % “‘, das ist der prozentuelle Län- 
genzuwachs der behandelten Koleoptilzylinder gegenüber dem Längen- 
zuwachs der Kontrollen. Für jede einzelne Versuchsprobe (Konzentration ; 
bei Papierchromatogrammen pro Chromatogrammabschnitt) werden 
20 Koleoptilzylinder verwendet, aus denen der Mittelwert berechnet wird. 

Die Konzentrations-Wirkungskurve. In 


vd N\ A] Abb. 1 sind einige Standard-Konzentra- 





io 4 a8 a tions-Wirkungskurven, wie sie mit der 
20-0-Na beschriebenen Methode erhalten wurden, 
80 | fiir einige synthetische Wuchsstoffe wieder- 

N gegeben. Wird auf der Ordinate der prozen- 
tuelle Längenzuwachs der behandelten 
Zylinder (Z%‘) gegenüber dem Zuwachs der 
Kontrollen, auf der Abszisse der Logarith- 
mus der Wuchsstoffkonzentration auf- 
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| getragen, so ergibt sich bei Verwendung 
| | von Indol-3-essigsäure (Na-Salz) eine hohe 
ck Os PRET PE QUE: À Optimumskurve, deren Maximum bei einer 
de {40 Konzentration von 10-4% und einem Z%- 
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60 + + + § bis auf —46,4% in den Hemmbereich 
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wu es dre F e Einen sehr ähnlichen Kurvenverlauf 
a a se a ‘ zeigten auch Indol-3-acetonitril (das Prä- 








- a parat wurde uns freundlicherweise von 

Abb. 1. Konzentrations-Wirkungs- 
kurven für Indol-3-essigsäure (Na- Herrn Prof. Jones, Manchester, überlassen) 
nn En ren und 2,4-Dichlorphenoxyessigsäure (Na). 
phenoxyessigsäure (Na-Salz, 2,4- Es war auffallend, daß das Förderungs- 
agen mr 2 A; m ro maximum bei allen getesteten Substanzen 
Perzentuelle Längenzunahme bei einer Konzentration von 102% lag, 
während z. B. im Pastentest (LINSER 
1938) Indol-3-acetonitril eine 8—10mal größere Wirkung zeigte als 
Indol-3-essigsäure (LINSER und KIERMAYER 1956a), 2,4-Dichlorphen- 
oxyessigsäure dagegen schwächer fördernd wirkte als Indol-3-essig- 
säure. Indol-3-acetonitril wirkte in einer Konzentration von 101% 

bereits toxisch. 

Der mittlere Fehler von 10 Mittelwerten aus je 20 Koleoptil- 
zylindern aus zu verschiedenen Zeiten durchgeführten Versuchen 
lag zwischen + 24,4 und + 2,6 Z%. Die mittlere Abweichung 
der Zuwachswerte der 20 Koleoptilzylinder eines einzigen durch- 
geführten Versuches von deren Mittelwert lag zwischen + 21,5 
und + 8% 
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Zusammenfassung 

Es wird eine einfache und schnell zu handhabende Arbeitsweise für 
den Koleoptilzylindertest zur Prüfung von Wuchsstoffen speziell in 
Verbindung mit papierchromatographischen Untersuchungen beschrie- 
ben. Der Test, dessen Auswertung an Hand von Kontaktkopien erfolgt, 
hat bei Verwendung von Indol-3-essigsaurem Natrium sein Optimum bei 
einer Konzentration von 10~4% und lieferte sehr hohe Förderungswerte 
(120,5%). 
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UBER DIE PROTOCHLOROPHYLLREDUKTION IN EINER 
MUTANTE VON ARABIDOPSIS THALIANA (L) HEYNH 


Von 
GERHARD ROBBELEN 
Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 29. Mai 1956) 


Die meisten Untersuchungen über das Protochlorophyll und seinen 
Zusammenhang mit dem Chlorophyll wurden an etiolierten Pflanzen 
durchgeführt. So konnte SCHARFNAGEL (1931) zeigen, daß nach einer 
kurzen Belichtung von nur drei Minuten sämtliches Protochlorophyll 
in etiolierten Maisblättern verschwunden und statt dessen Chlorophyll 
zu finden ist. Damit wurde zum ersten Male das von PRINGSHEIM (1875) 
entdeckte Etiolin (= Protochlorophyll nach MonTEvERDE 1894) nicht 
als Zersetzungsprodukt des Chlorophylls angesehen, wie noch Liro (1908) 
und MONTEVERDE u. LUBIMENKO (1911) es deuteten, sondern als dessen 
Vorstufe wahrscheinlich gemacht. Den endgültigen Beweis für diesen 
letzten Schritt in der Biosynthesekette des Chlorophylls lieferte SMITH 
(1948). Ihm gelang es, durch niedere Temperaturen (0—7°C) die Neu- 
bildung von Protochlorophyll in etiolierten Gerstenkeimlingen voll- 
ständig zu hemmen und nun bei Belichtung der Pflanzen quantitativ 
den Übergang von Protochlorophyll in Chlorophyll zu erfassen. Über- 
dies ließ sich bei Verwendung monochromatischen Lichtes nachweisen, 
daß die Umsetzung mit einem Aktionsspektrum verläuft, das mit dem 
Absorptionsspektrum des Protochlorophylis gut übereinstimmt (FRANK 
1946; Koski, FRENCH u. SMITH 1951). Zugleich wurden in neueren 
Arbeiten Daten für eine extreme Lichtempfindlichkeit dieses Hydrie- 
rungsprozesses ermittelt: Intensitäten von einigen Lux (WALLACE u. 
SCHWARTING 1954) und Expositionszeiten von wenigen Minuten (KoskI 
1950) reichen aus, das Protochlorophyll in etiolierten Blättern vollständig 
in Chlorophyll umzusetzen. Es schien also berechtigt, die Reduktion 
des Protochlorophyils zu Chlorophyll als einen photochemischen Vorgang 
aufzufassen. 

Bei einer näheren Analyse der Faktoren, die im lebenden Blatt diese 
Reaktion beeinflussen, ergaben sich jedoch Hinweise, daß der photo- 
chemische Prozeß wohl der wichtigste, aber nicht der einzige, wirksame 
Mechanismus ist (vgl. Prrson 1953, 1955; Granick 1951; EGLe 1953). 
Mit besonderer Deutlichkeit haben das die Versuche von SMITH u. 
BENITEZ (1954) dargelegt: 1. Die Chlorophyllbildung bei Belichtung 
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etiolierter Gerstenblätter ist deutlich temperaturabhängig, was bei 
einem rein photochemischen Prozeß nicht der Fall ist: Bei —77°C 
verläuft sie mit stark verminderter Geschwindigkeit, bei —195°C ist 
das Protochlorophyll im Licht weitgehend stabil. — 2. Die Protochloro- 
phyllumwandlung hat eine obere Temperaturgrenze von etwa +50°C. 
Sie scheint demnach an einen Pigment-Eiweißkomplex gebunden zu sein, 
der als ,,Protochlorophyll-Holochrom“ bezeichnet wird. Wird diese Bin- 
dung gespalten, z. B. dadurch, daß das Protochlorophyll in organischen 
Lösungsmitteln gelöst oder in Blättern eingefroren und wieder aufgetaut 
wird, so verliert es die Fähigkeit, in Chlorophyll überzugehen. — 3. In 
lebenden, etiolierten Blättern setzt sich das Protochlorophyll, selbst 
unter günstigen Temperatur- und Lichtbedingungen, nie vollständig in 
Chlorophyll um, wie es ebenfalls bei einer rein photochemischen Reaktion 
zu erwarten wäre. Vielmehr nähert sich die Aktionskurve mit der Zeit 
einem Endwert, den SMITH u. BENITEZ (1954) als ein Anzeichen für 
intermolekulare Prozesse bei der Wasserstoffübertragung ansehen. Aus 
dieser Analyse folgern die Autoren, daß höchstwahrscheinlich die Bildung 
des Chlorophylis aus Protochlorophyll keine streng photochemische, 
intramolekulare Wasserstoffumlagerung innerhalb des Holochroms sei, 
sondern physikalisch-chemische Vorgänge (collision processes) dabei eine 
Rolle spielen. Ob aber das zweite reagierende System ein anderes Proto- 
chlorophylimolekül oder eine andere Substanz ist, die durch das vom 
Protochlorophyll absorbierte Licht angeregt wird, blieb bisher un- 
beantwortet. 

Arabidopsis thaliana ist ein Objekt, das offenbar besonders leicht 
mutiert und dementsprechend in allen Mutationsversuchen eine sehr 
hohe Anzahl von Chlorophyllmutanten hervorbringt. In einem solchen 
Versuch trat nach Samenbestrahlung in der F, eine chlorophylldefekte 
Mutante auf, deren Kotyledonen Protochlorophyll lichtstabil erhalten 
konnten, auch ohne nur die geringste Menge von Chlorophyll zu bilden. 
Für die Frage nach dem Mechanismus der Protochlorophylihydrierung 
schien es besonders bedeutungsvoll, die Ursachen dieses Verhaltens 
aufzuklären. 


A. Experimenteller Teil 


1. Material und Methode 


Nach Röntgenbestrahlung angequollener Samen von Arabidopsis thaliana, Her- 
kunft Antwerpen, traten in der F, in einer Nachkommenschaft unter 438 normalen 
14 gelbe Keimlinge auf, die außer den Kotyledonen keine weiteren Blätter ent- 
wickeln konnten und nach 20 Tagen eingingen, als die Reservestoffe aus den Samen 
verbraucht waren. Diese rezessive Mutante ließ sich heterozygot erhalten. Sie 
spaltete in der Folge stets im Verhältnis 3:1 aus den Heterozygoten heraus, die 
phänotypisch von den homozygotisch Normalen nicht zu unterscheiden sind. Im 
Gewächshaus auf Saatschalen in Erde ausgesät sind die Kotyledonen der Mutanten 
zuerst gelblich, bleichen aber 1—2 Tage, nachdem sie sich entfaltet haben, fast völlig 
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aus. In starkem Schatten (etwa 1000 Lux) erhalten sie jedoch ihre Farbe bis kurz 
vor dem Absterben. Die gelblichen Keimlinge sind 10 Tage nach der Aussaat, wenn 
die grünen ihre Primarblatter anlegen, etwa um ?/, kleiner als diese, aber morpho- 
logisch und anatomisch weitgehend gleich gestaltet. Auch die Plastiden zeigen unter 
dem Mikroskop hinsichtlich ihrer 
Größe, Anzahl und Struktur 
nur unwesentliche Abweichungen 
u i (RÖBBELEN, unveröff.). 














[ FR Für die Untersuchungen wur- 
w oe Te den die Samen von heterozygoten 
+ | | Pa Pflanzen im Zimmer bei etwa 
x; 1000 Lux auf feuchtes Filtrier- 








\ papier ausgesät. Wie später zu 
zeigen sein wird, wäre es aus theo- 
retischen Gründen von Interesse 
gewesen, auch im Dunkeln Mutan- 
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Abb. 1. Molare Extinktionskoeffizienten der vier gekeimt und herangewachsen wa- 


Plastidenpigmente in Äther. Chlorophyll ax—x, ren. — Die Keimlinge wurden am 
Chlorophyll b o—o, Carotine A--- A 12.Tage nach der Aussaat un- 
aad FR @--° © tersucht. Die griine Normalform 


besitzt zu diesem Zeitpunkt bereits 
zwei kleine Primärblättchen. Die gelben Mutanten haben den größten Teil ihrer 
Reservestoffe verbraucht und ihre Kotyledonen die endgültige Größe von rund 
1,5 mm? oder 0,15 mg erreicht. 

Für die Pigmentbestimmungen wurden jeweils 1g Frischgewicht (das sind 
also etwa 2000 normale, bzw. 7000 gelbe Keimlinge!) auf einer Analysenwaage 
(Sartorius Selecta) gewogen und zweimal mit Aceton (p.a. Merck) und geringem 
CaCO,-Zusatz im Homogenisator extrahiert. Sodann wurde der Überstand de- 
kantiert, der Rückstand zweimal mit frisch destilliertem, peroxydfreiem Äther 
nachgewaschen, die Farblösungen vereinigt, sämtliche Pigmente im Scheidetrichter 
durch Wasserzusatz in den Äther überführt und dieser gründlich mit Wasser ge- 
waschen. Die ätherische Lösung wurde im Eisschrank getrocknet und im Vakuum 
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eingeengt. Die ganze Aufbereitung wurde héchstens im schwachen Tageslicht aus- 
gefiihrt, Arbeiten mit Protochlorophyll geschahen bis zu seiner vollständigen Ex- 
traktion in absolutem Dunkel. — Für die Konzentrationsbestimmungen wurden 
von diesen Extrakten mit dem Spektralphotometer (M4Q) von Zeiss im gesamten 
Bereich des sichtbaren Spek- 55 
trums von 5Ä zu 5Ä, in der 
Nähe der Maxima in geringeren 
Abständen, die Extinktions- 
werte gemessen!. Sämtliche 
Absorptionsspektren wurden 
gezeichnet, um alle Anomalien 
in Pigmentgehalt und -zusam- 
mensetzung zu erfassen. Dabei 
wurde, um konzentrations- 
bedingte Formänderungen der 
Kurven auszuschalten, die 
Extinktion (E = log I,/I bei 
einer Schichtdicke von 1 cm) 
logarithmisch gegen die Wellen- 
lange aufgetragen, also die ,,ty- 
pische Farbkurve“ dargestellt. 
Zur genauen Festlegung 
unserer MeBwerte wurden für 
die wichtigsten Gruppen von 
Plastidenpigmenten die mola- 
ren Extinktionswerte . (e) neu 
bestimmt. Aus acetonischen 
Rohchlorophyllésungen von 
normalen bzw. etiolierten Ara- 
bidopsis-Pflanzen wurden die 
Farbstoffe nach der üblichen 
Methode von WILLSTATTER u. 
STOLL (1918) durch Verteilung 
zwischen nicht mischbaren | 
Lésungsmitteln isoliert — die | 
Carotinoide nach Verseifen des 650 450 mu 
Chlorophylls mit methylalko- Abb. 2. Molare Extinktionskoeffizienten 
holischer Kalilauge (vgl. PAECH von Protochlorophyll in Ather 
u. SIMONIS 1952) —, papier- 
chromatographisch gereinigt (Filtrierpapier Schleicher u. Schill Nr. 2230; Ent- 
wicklergemisch I nach L. BAUER 1952), in ätherischer Lösung spektrophoto- 
metriert, ein bestimmtes Volumen im Vakuum und Stickstoffatmosphare getrocknet 
und gewogen. AnschlieBend wurde die Substanz wieder mit der gleichen Menge 
Ather aufgenommen und erneut ihre Konzentration im Spektrophotometer bestimmt. 
Das Chlorophyll a hatte sich, wie zu erwarten, durch das Trocknen zu mehr als 
40% in Phäophytin umgewandelt, bei den anderen Pigmenten glichen die Extink- 
tionen vor und nach der Wägung einander ausreichend gut. Die MeBwerte sind 
in Abb. 1 u. 2 zusammengestellt und stimmen mit den neueren Daten in der 





log € —> 





1 Herr Professor Dr. A. LÜTTRINGHAUS, Chemisches Institut der Universitat 
Freiburg, stellte für diese Untersuchungen freundlicherweise das Gerät zur Ver- 
fügung; Herr Dr. R. WorRTHMANN half mir in diesem Teil der Arbeit mit zahlreichen 
wichtigen Ratschlägen; ihnen sei herzlich gedankt. 
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Literatur gut überein (vgl. ZscHEILE u. ComaR 1941; Koskı u. SMITH 1948; 
SMITH u. BENITEZ 1955; Goopwın 1955). 

Mit Hilfe der molaren Extinktionswerte der Absorptionsmaxima (Tabelle 1) 
wurden nach den bekannten Ableitungen des LAMBERT-BEERschen Gesetzes (vgl. 
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Abb. 3. Arabidopsis thaliana, Normalform (0,1 g 


Frischgewicht in 10 cm* Ather). 


Absorptions- 


spektren von Rohchlorophyll @—@e, Chlorophyll a 


X---X, Chlorophyll b 0--- 
und Xanthophyllen A--- 


O, Carotinen + ---+ 
-A. Die Addition der 


Einzelpigmentextinktionen © © ergibt fast genau 


die Werte der Rohchlorophyllextinktion; 


um 


diese Superposition zu veranschaulichen, wurden 
für die Rohchlorophylikurve die 4fachen 


MeBwerte aufgetragen 


HEIERLE 1935, Koskı 1950) die 
jeweiligen Konzentrationen der 
Pigmente aus der log J,/J-Kurve 
der ätherischen Rohchlorophyll- 
lösung errechnet. Dazu wurden für 
die Bestimmung von Protochloro- 
phyll, Chlorophyll a bzw. Chloro- 
phyll b die MeBwerte bei 623 mu, 
660 mu bzw. 643 mu verwendet, 
da in diesem Wellenlängenbereich 
die Carotinoide noch nicht absor- 
bieren. Die Carotinoidkonzentra- 
tion ergab sich dann aus der rest- 
lichen Absorption des Rohchloro- 
phylls bei 450 mu. — Die Ergeb- 
nisse wurden vor allem bei vélligem 
Fehlen einzelner Pigmente papier- 
chromatographisch mit verschiede- 
nen Entwicklergemischen (BAUER 
1952, HAGER 1955; Filtrierpapier 
Schleicher u. Schüll Nr. 2043b; 
aufsteigend) und unter der UV- 
Lampe nachgeprüft. 


2. Versuche und Ergebnisse 
a) Bestimmung der Plastiden- 
pigmente von 12 Tage alten 

Keimlingen 

In Abb. 3 u. 4 sind die 
Extinktionswerte ätherischer 
Rohchlorophyllösungen von 
normalen, im Licht und 
im Dunkeln herangezogenen 
Keimlingen und von solchen 
der Mutante aus Schattenkul- 
turen als „typische Farbkur- 
ven“ dargestellt. Die Tabelle 2 
zeigt in gleicher Weise die 
wesentlichen Unterschiede. 


1. Die etiolierten Pflanzen können eine zwar geringe, aber eindeutig 
meßbare Menge von Chlorophyll a bilden. In der Mutante hingegen 
wurde niemals, auch unter optimalen Wachstumsbedingungen und in 
anderen Entwicklungsstadien der Keimlinge, Chlorophyll a gefunden. 
Außerdem konnte auch bei wiederholten Versuchen auf Papierchromato- 


y 
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grammen unter der UV-Lampe keinerlei Rotfluorescenz von Chlorophyll 
beobachtet werden. Das völlige Fehlen von Chlorophyll unterscheidet 
diese Mutante also wesentlich von solchen Albinoformen, bei denen der 
Chlorophyllmangel lediglich auf einer extremen Photolabilität des ge- 
bildetenPigmentsberuht 
(vgl. Koskı u. SMITH 
1951; WALLACE u. 
ScHWARTING 1954). 

2. Im roten Bereich 
entspricht die Absorp- 
tionskurve der Mutante 35 
fast genau der einer 
reinen Protochlorophyll- 





45 








40 








lôsung. Auch im Chro- # 
matogramm war das 
einzige grünliche Pig- | 25 
ment an seiner Wan- 7 
derungsgeschwindigkeit ale 4 
(Rz-Wert) und vorallem 2 


im Vergleich mit dem 
Protochlorophyll etio- 
lierter Keimlinge eindeu- 
tig als Protochlorophyll  ;; 
zu identifizieren. Die 
Mutante ist also in der 
Lage, Protochlorophyll 
aufzubauen und sogar 
45% mehr zu bilden als 
normale, etiolierte Pflan- 
zen (Tabelle 2). Darüber | 


hinaus ist dieses Proto- TS OE AIO SIO 500 450 my wb 


chlorophyll auch im Abb. 4. Arabidopsis thaliana, etiolierte Normalform und 
à ’ Mutante (1 g Frischgewicht in 1 em* Äther). Absorptions- 
Licht weitgehend stabil spektren der etiolierten Normalform o—o = Extinktions- 


j ; ; werte links; der Mutante A—A und einer reinen Proto- 
und bleibt ohne jegliche chlorophyllésung entsprechender Konzentration 
photochemische Umset- X-...X = Extinktionswerte rechts 


zung in Chlorophyll a 

erhalten! Das heißt aber, daß durch die Mutation ein genabhängiger 
Prozeß bei der Umwandlung von Protochlorophyll in Chlorophyll blockiert 
ist. — Der Protochlorophyligehalt normaler, grüner Keimlinge wurde 
zwar chromatographisch nachgewiesen, konnte aber wegen der großen 
Menge der chemisch und physikalisch sehr ähnlichen Chlorophylle bisher 
nicht exakt bestimmt werden. — Chlorophyll b wurde weder in etio- 
lierten Pflanzen noch in der Mutante in meßbaren Mengen festgestellt. 
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Tabelle 1. Absorptionsmaxima und molare Extinktionskoeffizienten 
der Plastidenpigmente von Arabidopsis in Ather 











Protochlorophyll | 623| 572; 534! — | 432| — my 
(aus etiol. Pfl.) | 36400 17700 | 6460 — | 314000 — (mol x em)-! 

Chlorophyll a. . | 660! 615| 578 534, 430| 410 mu 
90800 | 14000 | 7 920 3780 | 119000 | 7640 (mol x em)-1 

Chlorophyll b. . 643; 595| 550 — 455 430 my 
53800 10350 | 5940 — 15850 | 55100 (mol x cm)-! 

Carotine . . . . | — u | _- 478 451 — mp 
— | — | — | 107500 | 135200 | — (mol x em)-1 

Xanthophylle . . | — — | — 473 447 422 my 


— | — | — | 138500 150600 | 107700 (mol x em)-1 


3. Die Carotinoide sind in der Mutante zwar nur zu etwa !/, der Menge vor- 
handen, doch sind die Carotine und Xanthophylle im gleichen Verhältnis wie in 
normalen, grünen Pflanzen zu finden. In normalen, etiolierten Pflanzen hingegen 
scheint, soweit Papierchromatographie und Spektrophotometrie eine Identifizierung 
von Carotinen gegenüber Xanthophyllen erlauben, die Carotinbildung fast völlig 
gehemmt zu sein (vgl. CLAES 1954; Frank 1951). Sicher ist, daß das gegenseitige 
Verhältnis der einzelnen Carotinoide im Etiolement stark verschoben ist. 


b) Chlorophyllbildung bei Belichtung etiolierter Pflanzen in heilen Blättern 
und im Gewebebrei 


In Anlehnung an die Versuche von Koskı (1950) wurden normale, etiolierte 
Keimlinge verschiedene Zeitdauer von jeweils wenigen Minuten mit einer Leucht- 
stoffröhre von etwa 1000 Lux belichtet und gleich anschließend in völliger Dunkel- 
heit extrahiert. Der Ablauf der Chlorophylibildung bei Belichtung entsprach bei 
Arabidopsis völlig den von Koski (1950) beschriebenen Ergebnissen: Nach 10 min 
finden sich 88% des Protochlorophylls als Chlorophyll a wieder, nach 20 min ist 
eine geringe Protochlorophylineubildung nachzuweisen. 

Etwa 2g normaler, etiolierter Keimlinge wurden nun im Dunkeln in einem 
Homogenisator mit 20 cm? einer 0,1 mol. Saccharoselösung, der ein Phosphatpuffer 
(8 cm? 0,15 mol. KH,PO, und 2 cm? 0,15 mol. Na,HPO,; py = 6,2) zugesetzt war, 
bei geringer Tourenzahl des Messers zerkleinert, so daß die Zellen geöffnet, die 
Plastiden aber bei nachfolgender mikroskopischer Kontrolle noch zu gut 60% unver- 
letzt waren. Um Schädigungen durch den freigesetzten Vakuolensaft vorzubeugen, 
wurde der Gewebebrei schnellstens vorsichtig filtriert und der Rückstand sogleich 
wieder mit 2 cm? frischer Saccharoselésung aufgenommen. Dieser Ansatz wurde 
nun in gleicher Weise wie vorher die heilen Keimlinge belichtet. Anschließend 


Tabelle 2. Pigmentgehalt 12 Tage alter Keimlinge (in y Pigment je g Frischgewicht!) 





ia Proto- Chloro- Chloro- | Xantho- 
| chlorophyll | phylla | phyll b | Caretine phylle 


| 

on | 933,0 | 401,0 | 125,3 | 246,9 
2,68 0,05 | — | 04 | 141,37 
3,82 | 0,00 | — | 38,52 | 71,65 








Normale, etiolierte Keimlinge | 


Normale, grüne Keimlinge . | 
Mutante (Schattenkultur) . | 


1 Die Werte der Tabellen 2—5 wurden zwecks besserer Übersichtlichkeit aus 
den MeBwerten in diese Einheiten umgerechnet. 
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wurde die Flüssigkeit mit einer Nutsche, deren Undurchlassigkeit für Plastiden 
und andere Zellstrukturen von mehr als 14 Durchmesser durch ein zusätzlich ein- 
gelegtes Filtrierpapier (Schleicher u. Schiill Nr. 1575) garantiert war, abgesaugt 
und der Riickstand in der iiblichen Weise, stets im Dunkeln, extrahiert. Die Werte 
in Tabelle 3 zeigen, daB auch auf diese Weise noch eine gute Chlorophyllbildung 
môglich ist. Nach 10 min Belichtung haben sich 76% des Protochlorophylls in 
Chlorophyll a umgesetzt. DaB die Gesamtmenge des Chlorophylls gegeniiber der 
Kontrolle um rund 20% gesunken 

ist, ist durch den Fermentfreilauf Tabelle 3. Umwandlung von Protochlorophyll 
als Folge der Gewebezerstérung jn Chlorophyll im Gewebebrei etiolierter Pflan- 
durchaus zu erklären. zen bei verschiedener Belichtungsdauer (in y 

Pigment je g Frischgewicht) 





c) Versuche zur Umwandlung 





des Protochlorophylls Belichtungsdauer | Zr | Chloro- [RS 
. F sec | phylia 
in Chlorophyll a in der Mutante phyil phyil 
Nachdem GODNEV u. SLYK 0 2,68 | 0,05 | 2,73 
(1955) den Übergang von 2 = | 2 = 
. À | 1,5 , 
Protochlorophyll in Chloro- J D 0.70 | 138 | 2.08 


phyll in Maisblättern ohne 
Einwirkung von Lichtenergie Tabelle 4. Umwandlung von Protochlorophyll 
allein durch Zugabe von in Chlorophyll im Gewebebrei der Mutante durch 
Wundsaft aus Tannen beob- Zugabe eines wäßrigen Extraktes aus normalen, 
achtet hatten. zeichnete sich etiolierten Keimlingen im Licht und bei 
. aa 70° Zimmertemperatur (in y Pigment 

die Möglichkeit ab, proto- je g Frischgewicht) 
chlorophyllhaltigen Blättern 

me Proto- | | Gesamt- 
Substanzen zuzugeben, die in chloro- | a | chloro- 
ihnen die Chlorophyllsynthese pa Lace 
.. os . . | | | 
fordern können. ‚Da sich in | 121 | 192 | 313 
den bisher beschriebenen Vor-  Versuchs-Nr.1 | | 1,03 2,16 | 3,19 
versuchen erwiesen hatte, daB 1,17 | 1,95 3,12 
die Protochlorophyllreduktion Mittelwerte... 1,14 | 2,01 3,15 
auch in einem Gewebebrei aus Kontrolle | 3,82 | 0,00 | 3,82 
etiolierten Keimlingen noch 
recht ungestört abläuft, schien es aussichtsreich, in einem solchen dem 
Protochlorophyll-Holochrom die für seine Reduktion notwendigen 
Agentien zuzuführen. 


Etwa 5g normaler, etiolierter Keimlinge wurden im Dunkeln mit 5 cm? Lei- 
tungswasser homogenisiert und 12 Std in einem Eisschrank bei +3°C dunkel 
gestellt. Anschließend wurde, wie bereits beschrieben, mit Filtrierpapier abgenutscht 
und eine Probe des Extraktes im Spektrophotometer gemessen (Abb. 6, Kurve O—O). 
Sie war zwar kolloidal, aber völlig farblos, zeigte im sichtbaren Wellenlängenbereich 
keine Absorption und enthielt keine meßbaren Mengen von Plastidenpigmenten. 
Dieses Ergebnis entsprach den Untersuchungen von SMITH u. AHRNE (1955), nach 
denen das Protochlorophyll-Holochrom auch in Suspensionen aus etiolierten Gersten- 
blättern an strukturierte Partikelchen mit einem Durchmesser von 2—5 u gebunden 
ist. — Zugleich wurde aus 1g von im Schatten kultivierten Keimlingen der Mutante, 
wie oben für etiolierte Pflanzen beschrieben, ein Gewebebrei hergestellt. 
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1. Versuch. Zu Beginn wurde ein solcher aus Mutanten hergestellter 
Gewebebrei als Blindversuch in der üblichen Weise extrahiert und sein 
Pigmentgehalt bestimmt. Sodann wurde zu drei weiteren Ansätzen 


log [E-70?] — 


my 
Abb. 5. Arabidopsis thaliana, Mutante (1g Frisch- 
gewicht in 1 cm? Äther). Umwandlung von Proto- 
chlorophyll in Chlorophyll a durch Zugabe eines 
Extraktes aus normalen, etiolierten Keimlingen. 
Absorptionsspektren des „Rohchlorophylis‘“ vor 
der Extraktzugabe o—o und nach 
der Extraktzugabe @—e 





jeweils die gleiche Menge des 
Extraktes aus etiolierten 
Keimlingen zugesetzt, 10 min 
belichtet und dann aufgear- 
beitet. Tabelle 4 und Abb. 5 
zeigen eindeutig, daß nach 
Zugabe des Extraktes und 
Belichtung Chlorophyll a gebil- 
det wurde und dementspre- 
chend die Protochlorophyll- 
menge abgenommen hat. Aus 
normalen, etiolierten Pflanzen 
läßt sich also ein wäßriger 
Extrakt herstellen, der in der 
Mutante die Protochlorophyll- 
hydrierung ermöglicht, die zuvor 
genetisch blockiert war. 

Aus griinen Blättern konnte 
mit den angewendeten Methoden 
kein wirksamer Extrakt gewonnen 
werden. Mit Hilfe des Absorptions- 
spektrums ließ sich das nicht erklä- 
ren (Abb. 6, Kurve x—x), was 
allerdings wenig besagt; denn die 
Kurven sind nur rohe Summen- 
kurven einer größeren Anzahl von 
Stoffen und ihre Deutung ist auch 
wegen der kolloidalen Natur der 
Lösungen nicht einfach. Möglicher- 


weise wird das reagierende System bei der laufenden Chlorophyllbildung in grünen 
Blättern schnell verbraucht. Inwieweit der einzige Unterschied in der Absorption 
der Extrakte aus im Licht und im Dunkeln gewachsenen Pflanzen bei 340 mu in 
diesem Zusammenhang von Bedeutung ist, wird noch zu erörtern sein. 


Tabelle 5. Umwandlung von Protochlorophyll in Chlorophyll im Gewebebrei der 
Mutante unter verschiedenen Bedingungen (in y Pigment je g Frischgewicht) 





2 | 
Ver Von Versuch 1 | 


r. 


| chloro- 


Proto- Gesamt- 
Chloro- | chloro- 


— | abweichende Bedingungen | “Davy | Phylla | Shy 





| 
Abkochen des Extraktes | 
Dunkelheit... . . . 
2. pee PRET 
Oxydation des DPNH . 
Reduktion des DPN* 


OU à © bo 





co 
> 
© 
= 
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3,49 
3,61 0,09 3,70 
1,56 0,86 2,42 
2,78 0,00 2,78 
1,22 0,76 1,98 








Kontrolle | 








3,82 | 0,00 | 3,82 
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2. Versuch. Es wurde der Extrakt aus etiolierten Blättern im Wasser- 
bad auf 100° C erhitzt, so daß sämtliche Eiweißstoffe, Fermente u. dgl. 
ausflockten. Mit einer derart vorbehandelten Lösung ließ sich an- 
schließend im Gewebebrei der Mutante keine Chlorophyllbildung mehr 


induzieren (Tabelle 5). Es 
ist daher wahrscheinlich, 
daß mit dem Extrakt eine ei- 
weißartige Substanz zugesetzt 
wurde, deren wirksame 
Komponente durch Er- 
hitzen denaturierbar ist. 

3. Versuch. Weiterhin 
wurde versucht, entspre- 
chend den Angaben von 
GoDNEV u. SLYK (1955), 
auch ohne Belichtung bloß 
durch Zugabe des Extraktes 


Chlorophyllbildung im Ge- ; 


webebrei der Mutante zu 
erreichen. Tatsächlich ließ 
sich bei völliger Dunkelheit 
während des ganzen Versu- 
ches (d.h. bis einschließlich 
zur Extraktion des Gewebe- 
breies) nach 30 min eine 
geringe Menge Chlorophyll 
extrahieren (s. Tabelle 5). 
Die Chlorophyllbildung er- 
reichte dabei im Verhältnis 
zum vorhandenen Proto- 
chlorophyll etwa die Grö- 
Benordnung, wie sie im nor- 
malen, etiolierten Keimling 
(vgl. Tabelle 2) vorliegt. 
Offensichtlich ermöglicht die 
Zugabe des Extraktes in 
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Abb. 6. Absorptionsspektren wäßriger Extrakte aus 

der Normalform x—x und der Mutante O—O = Ex- 

tinktionswerte links; aus der etiolierten Normalform 

o—o und derselbe nach Zugabe von Acetaldehyd und 

Alkoholdehydr« @---@ = Extinktionswerte 
rechts 





der Mutante wieder den normalen Ablauf der Licht- und Dunkel- 
reaktionen bei der Chlorophyllsynthese. 
4. Versuch. Die erhebliche Temperaturunempfindlichkeit, die SMITH 


u. BENITEZ (1954) für die 


Photoreduktion des Protochlorophylls kon- 


statierten, wurde auch am eigenen Material mit der vorliegenden Methode 


geprüft. Dazu wurde der 


Extrakt zum Gewebebrei hinzugefügt und 


20 min im Dunkeln stehen gelassen, so daß entsprechend dem 3. Versuch 
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sich größenordnungsmäßig eine Chlorophyllmenge wie die in etiolierten, 
normalen Keimlingen gebildet haben mußte. Nun wurde der Gewebebrei 
in einer Kältemischung aus Viehsalz, Wasser und Aceton (30:50:50) 
auf etwa —30°C eingefroren und dann 20 min belichtet. Bei der an- 
schließenden Pigmentbestimmung fand sich Chlorophyll a in nahezu der 
zehnfachen Menge wie in normalen, etiolierten Pflanzen (Tabelle 5). 
Damit war gezeigt, daß auch in gefrorenem Zustand die Chlorophyll- 
bildung ablaufen kann und die Ergebnisse von SMITH u. BENITEZ (1954) 
auch für die Protochlorophylihydrierung bei Arabidopsis gelten. 

5. Versuch. Nach einer Beobachtung aus anderen Versuchsserien weisen die 
Extinktionskurven von Auszügen aus normalen, etiolierten Keimlingen wie auch 
aus zahlreichen chlorophylidefekten Mutanten mit 85%igem Aceton bei 340 mu 
ein beachtliches Maximum auf, das grünen Pflanzen weitgehend fehlt (vgl. darauf- 
hin auch die wäßrigen Extrakte in Abb. 6). Werden diese Lösungen entwässert, 
so fallen weiße Flocken aus und das betreffende Maximum ist erheblich niedriger. 
In wasserfreien, ätherischen Pigmentlösungen ist es in gleicher Weise kaum vor- 
handen. Bei papierchromatographischer Trennung nicht entwässerten Rohchloro- 
phylls mit wasserfreien Lösungsmitteln bleibt an der Auftragslinie eine intensiv 
weiß-blau fluorescierende Substanz liegen. Der Verdacht auf hydriertes Diphospho- 
pyridinnucleotid (DPNH) wurde bei spektrophotometrischer Messung des wäßrigen 
Extraktes etiolierter Keimlinge durch den Nachweis eines zweiten größeren Maxi- 
mums bei 260 mu bestärkt (Abb. 6, Kurve O—O). — Wurde nun einer solchen 
Lösung 1/19), mol. Acetaldehyd zugesetzt, so war nach 20 min das Maximum bei 
340 my erheblich niedriger, ein Überschuß von */,, mol. Aethanol stellte es nach 
abermals 20 min zu 82% wieder her (vgl. CHANCE 1954, RAFTER, CHAYKIN u. 
Kress 1954). Wurde der Extrakt im Wasserbad 5 min auf 100°C erhitzt, so 
konnte durch folgende Acetaldehydzugabe keine Extinktionsabnahme bei 340 mu 
beobachtet werden; sobald aber auch Alkoholdehydrogenase zugefügt wurde, er- 
niedrigte sich das Maximum momentan (Abb.6, Kurve e---e). Damit war erwiesen, 
daßinnormalen, etiolierten Pflanzen wie in der Mutante das DPN+-DPNH-Gleichge- 
wicht verschoben und die hydrierteForm angehäuft ist. Esergabsich daraus die Frage, 
ob diese Veränderung auch auf die Chlorophylisynthese irgendeinen Einfluß hat. 

Es wurde sowohl im Extrakt aus etiolierten Pflanzen als auch im 
Gewebebrei der Mutante die DPNH durch !/,, mol. Acetaldehyd oxydiert. 
Die beiden Substrate wurden danach vereinigt, in der üblichen Weise 
10 min belichtet und extrahiert. Wie in Tabelle 5 zu ersehen ist, bleibt 
unter diesen Bedingungen die Umsetzung von Protochlorophyll in 
Chlorophyll aus. Wird dem Extrakt nach der Acetaldehydzugabe ein 
Überschuß von #/,, mol Äthanol zugesetzt, so ist deutlich eine Chloro- 
phyllbildung nachzuweisen (Tabelle 5). Es ist also denkbar, daß ein 
DPN-spezifisches Ferment in die Protochlorophylihydrierung einge- 
schaltet und nach dessen Oxydation die Wasserstoffübertragung ge- 
hemmt ist. — Der reziproke Nachweis, daß DPNH im Verlauf der 
Protochlorophyllreduktion oxydiert wird, hatte ein negatives Ergebnis; 
die DPNH-Menge verringerte sich nicht in eindeutiger Weise. Jedoch 
nimmt auch in heilen, etiolierten Blättern die DPNH bei Belichtung 
erst nach mindestens 24 Std meßbar ab, wenn die Keimlinge bereits 
einen grünen Schimmer haben, also schon kräftig assimilieren. ’ 
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Damit sind die Versuche abgeschlossen, soweit sie mit dieser zwar 
kleinen, aber doch recht interessanten Arabidopsis-Mutante erreichbar 
waren. 

B. Theoretischer Teil 

Seit JuLıus Sacus (1859) ist die Tatsache bekannt, daß die Koty- 
ledonen der Sämlinge von Coniferen auch in völligem Dunkel ergrünen, 
während die folgenden Blätter diese Fähigkeit nicht mehr besitzen und 
folglich etiolieren. Auch von vielen Algen und Kryptogamen ist eine 
solche Dunkelsynthese des Chlorophylls beschrieben (BURGERSTEIN 1900; 
Myers 1940 u. a.), und neuerdings wurde auch in etiolierten Hafer und 
Weizen Chlorophyll a gefunden (Goopwin u. Owens 1947; SEYBOLD 
1948). In allen Fällen wird die Protochlorophylireduktion sicherlich 
weitgehend durch enzymatische Prozesse katalysiert. 

Bei Chlorella ließ sich diese enzymatische Chlorophyllbildung durch 
eine ‚Mutation‘ blockieren (GRANICK 1951); der abweichende Klon 
konnte im Dunkeln kein Chlorophyll, sondern nur Carotinoide ent- 
wickeln. Im Licht hingegen war er in der Lage, normal zu ergrünen und 
zu assimilieren. Auf diese Weise war gezeigt, daß bei Chlorella neben dem 
bekannten Dunkelprozeß auch eine Lichtsynthese des Chlorophylls ab- 
laufen kann. Weiterhin fand Bocorap (1950), daß Keimlinge von Pinus 
Jeffreyi im Anschluß an Streptomycinbehandlung ihre Fähigkeit zur 
Dunkelsynthese von Chlorophyll verlieren. Bei Belichtung jedoch 
können sie normal ergrünen. Wie im Beispiel von Chlorella scheint also in 
den Coniferenkotyledonen neben der enzymatischen auch eine licht- 
abhängige Chlorophyllbildung möglich zu sein. Sie ist in beiden Fällen 
normalerweise verdeckt und nur hier einmal durch die Mutation, das 
andere Mal durch die Streptomycinbehandlung sichtbar geworden. Da 
schließlich auch in Blütenpflanzen, die bekanntlich nur im Licht er- 
grünen, in begrenztem Maße eine enzymatische Reduktion des Proto- 
chlorophylis gefunden wurde, scheint die Annahme berechtigt, daß 
Licht- und Dunkelreaktion sich in ein und derselben Pflanze nicht aus- 
schließen, sondern nur verschiedene Möglichkeiten der Chlorophyll- 
bildung darstellen, die sich unter normalen Umständen jeweils in ver- 
schiedener Weise überlagern oder ergänzen. 

Bei Arabidopsis sind ebenfalls beide Prozesse nachzuweisen. Neben 
der photochemischen Reaktion läßt sich im Etiolement auch eine gewisse 
enzymatische Protochlorophyllreduktion erkennen. Offensichtlich ver- 
läuft die Chlorophyllbildung auf diesem Wege aber erheblich langsamer 
als im Licht, so daß die Synthese bald mit dem Dunkelabbau des Chloro- 
phylls (FRANK u. Kenney 1955) ein Gleichgewicht eingeht und stets nur 
geringe Mengen von Chlorophyll im etiolierten Blatt vorhanden sind. 

In unserer Mutante ist die Protochlorophylihydrierung genetisch 
blockiert. Das bedeutet einmal, daß die Dunkelsynthese, also die 
Enzymreaktion, gehemmt ist. — Im direkten Versuch konnte zwar nur 
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ermittelt werden, daß im Licht in der Mutante keinerlei Chlorophyll, 
also auch nicht auf enzymatischem Wege, gebildet wird. Eine Dunkel- 
kultur der Mutante war aus den oben angeführten Gründen nicht mög- 
lich. Doch besteht wenig Anlaß anzunehmen, daß, wenn ihr im schwa- 
chen Licht eine enzymatische Protochlorophyllreduktion unmöglich ist, 
sie diese im Dunkeln durchführen kann. Es ist also wohl berechtigt, 
aus dem Verhalten im Licht kultivierter Keimlinge zu folgern, daß in 
ihnen der enzymatische Prozeß unter allen Umständen blockiert ist. — 
Wird der. Mutante aber im Dunkeln ein Extrakt aus normalen, etiolierten 
Keimlingen zugeführt, so läuft die Reaktion normal ab, und es wird 
ebensoviel Chlorophyll gebildet wie in normalen, etiolierten Keimlingen. 
Dieser Versuch hat in der Enzymforschung zahlreiche Parallelen und 
läßt sich häufig damit erklären, daß durch die Mutation ein genabhängi- 
ges Ferment ausgefallen ist, das experimentell in die Reaktionskette 
wieder eingefügt werden kann. 

Darüber hinaus ist aber durch die gleiche Mutation auch die Licht- 
reaktion unterbrochen, was nicht ohne weiteres zu verstehen ist. Wie 
einleitend erwähnt, hatten bereits die Untersuchungen von SMITH u. 
BENITEZ (1954) ergeben, daß trotz des entscheidenden Lichteinflusses 
die Umsetzung nicht als streng photochemisch bezeichnet werden dürfe, 
sondern mindestens noch ein zweites Molekül auf die Reduktion des 
Protochlorophylis einen Einfluß hat. Die Extraktversuche an der 
Arabidopsis-Mutante können nun zeigen, daß dieser Komplex sicher 
nicht bloß ein zweites nicht aktiviertes Protochlorophyll-Holochrom, 
sondern eine andere bisher unbekannte, eiweißartige Substanz ist. 
Zum anderen war in den Temperaturversuchen von SMITH u. BENITEZ 
(1954) aber auch klar geworden, daß der letzte, lichtabhängige Schritt 
vom Protochlorophyll zum Chlorophyll bei Blütenpflanzen offenbar 
nicht enzymatischer Natur ist. Zwar gibt es Fermente, z. B. Lipasen 
und Invertasen, die auch bei erheblich niederen Temperaturen noch 
wirksam sind. Doch haben diese sämtlich einen weitaus höheren Tem- 
peraturkoeffizienten; bei Temperaturerhöhung von —15° auf +20°C 
wird die Reaktionsgeschwindigkeit um das 200- bzw. 600fache erhöht, 
hingegen bei der Protochlorophylltransformierung nur um das 10fache 
bei einem Temperaturanstieg von —77° auf +20°C. Vor allem sind alle 
diese Fermente bei —77°C praktisch wirkungslos. Die Protochloro- 
phyllreduktion aber war auch bei —77°C erst um ?/, des Wertes bei 
Zimmertemperatur abgesunken (SMITH u. BENITEZ 1954). Daß der zu- 
gesetzte Extrakt in der Arabidopsis-Mutante bei solch niederen Tem- 
peraturen auch noch eine vergleichbare Wirksamkeit hat, konnte zwar 
nicht experimentell festgestellt werden, erscheint aber nach dem vor- 
liegenden Kälteversuch durchaus möglich. — Auch die Versuche von 
VIRGIN (1955) sprechen gegen eine Einwirkung regulärer Enzyme bei 
der Photoreduktion des Protochlorophylls: In intermittierendem Licht ist, 
gegenüber kontinuierlichem die Ausbeute an Chlorophyll nichterhöht. Der 
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HydrierungsprozeB wird demnach im Dunkeln sehr schnell abgestoppt, als 
Fermente“ könnten höchstens solche Substanzen bei der Umsetzung 
mitwirken, die durch Lichtenergie kurzfristig aktiviert werden können. 

Die Frage nach der Natur des durch die Mutation ausgefallenen 
Systems und seinem Wirkungsmechanismus muß also zunächst offen 
bleiben. Es läßt sich lediglich feststellen, daß durch die Mutation eine 
eiweißartige Substanz ausgefallen bzw. verändert ist, die neben einer 
Wirksamkeit in der enzymatischen Protochlorophyllreduktion auch in 
den photochemischen Prozeß eingeschaltet ist. Damit hängen zumindest 
an dieser Stelle beide Reaktionswege der Protochlorophylihydrierung 
zusammen. Demnach scheint es für die Kenntnis der photochemischen 
Reduktion bedeutungsvoll zu sein, bei allen Untersuchungen gleichzeitig 
auf die enzymatischen Prozesse zu achten. So ist wohl auch ein Versuch 
von SMITH u. AHRNE (1955) aufzufassen, die in Extrakten von Protochlo- 
rophyll-Holochrom aus Bohnenblättern die Chlorophyllbildung bei Belich- 
tung durch Zugabe eines gleichen Extraktes aus Gerstenblättern hemmen 
konnten. Hier liegt möglicherweise eine ähnliche Hemmung der Licht- 
reaktion durch die enzymatischen Prozesse bei der Chlorophyllbildung 
vor wie in den eigenen Versuchen, bei denen in den Extrakten die DPN 
Hoxydiert wurde. 

Zusammenfassung 

1. In den Keimlingen einer rezessiven, monohybrid spaltenden 
Mutante von Arabidopsis thaliana ist die photochemische wie die 
enzymatische Chlorophyllbildung aus Protochlorophyll blockiert. 

2. Es kann aus normalen, etiolierten Pflanzen ein wäßriger Extrakt 
hergestellt werden, der in der Mutante den normalen Ablauf des Hydrie- 
rungsprozesses induziert. 

3. Die Möglichkeit wird diskutiert, daß die photochemische und die 
enzymatische Protochlorophyllreduktion zumindest in ihrem letzten 
Reaktionsglied zusammenhängen. 

Meinem Lehrer, Herrn Professor Dr. FRIEDRICH OEHLKERS, möchte ich an 
dieser Stelle für seine stete Hilfsbereitschaft und seine wertvollen Anregungen und 
Ratschläge im Verlauf dieser Arbeit danken. Alle notwendigen Geräte und Mittel 


für diese Untersuchungen hat in großzügiger Weise die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft bereitgestellt, der hiermit ebenfalls gedankt sei. 
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und die Ausscheidung der Gallenfarbstoffe. m) Die Galle. — 2. Muskel. Von K. Loh- 
mann, Berlin, und P. Ohlmeyer, Tübingen. a) Skeletmuskel. b) Herzmuskel. c) Glatte 
Muskeln. — 3. Gehirn und Nerven. Von C.G.Schmidt, Bad Nauheim. a) Der 
chemische Aufbau des Zentralnervensystems und der peripheren Nerven. b) Stoffwechsel 
und Fermente. c) Stoffwechsel und Funktion des Zentralnervensystems. d) Chemische 
Vorgänge bei Erregung und Erregungsleitung. e) Schlußbemerkung. — 4. Auge und 
Tränen. Von H. Süllmann, Münster i.W. a) Allgemeines. b) Die Tränenflüssigkeit. 
ce) Die Bindehaut (Conjunctiva). d) Die Lederhaut (Sklera). e) Die Hornhaut (Cornea). 
f) Die Linse (Lens crystallina). g) Das Kammerwasser (Humor aquaeus). h) Der Glas- 


körper (Corpus vitreum). i) Die Gefäßhaut (Uvea). k) Die Netzhaut (Retina). 1) Der Seh- 
nerv (N. opticus). — Namen- und Sachverzeichnis. 


Die Bandteile 2b und 2c, die im Laufe der nächsten beiden Jahre erscheinen, werden enthalten: 


Bandteil b: 

V. Die Ausscheidungen und ihre Organe. 1. Niere und Harn. Von E. Werle, Mün- 
chen. — 2. Die Faeces. Von F.W.Krzywanekt, Berlin, und B. Flaschenträger, 
Alexandria. — 3. Die Haut und ihre Ausscheidungen. Von F. Schaaf, Basel. — 4. Milch- 
drüse und Milch. Von W. Lintzel, Krefeld. — VI. Chemische Regulationen im Stoff- 
wechsel. 1. Die physiologische Chemie der inneren Sekretion. Von K. Junkmann, 
Berlin. — 2. Vitamine. Von H. Rudy, Mannheim, bearbeitet von H.-J. Bielig, Heidel- 
berg (Allgemeines und Vitamin A), K. Schreier, Heidelberg (Vitamin B) und H. Wolf, 
Heidelberg (übrige Vitamine). — 3. Phytohormone. Von J. Reinert, Tübingen. — 
VII. Abwehrreaktionen. 1. Entgiftung. Von A. W. Forst, München. — 2. Immun- 
chemie. Von O. Westphal, Säckingen. — Namen- und Sachverzeichnis. 


Bandteil e: 
VII. Fortpflanzung und Wachstum. Von H. Druckrey, Freiburg i. Br. Bio- 
chemie der Gene. Von W. Weidel, Tübingen. — IX. Biochemie der Tumoren. Von 
H. Dannenberg, Tübingen. — X. Das Ei. Von M. Tomita, Kobe (Japan). — E. Ge- 
samtstoffwechsel und Ernährung. Von H. Kraut, Dortmund. — F. Vergleiehende Phy- 
siologische Chemie. I. Viren. Von G. Schramm, Tübingen. II. Bakterien und Pilze. Von 
W. Franke, Köln a. Rh. III. Pflanzen. Von K. Mothes, Gatersleben. IV. Tiere. Von 
R. Beutler, München. — Namen- und Sachverzeichnis. — Zeittafel zur Geschichte der 
physiologischen Chemie und verwandter Gebiete. Von B. Flaschenträger, Alexandria. 
Abkürzungsverzeichnis. 
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